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Falta de estandarizacion en las mediciones de insulina
en el laboratorio clinico. Mito o realidad.

RESUMEN

De acuerdo a lo que se ha publicado en diferentes trabajos por diversos grupos de
autores, aunque la medicién de insulina en suero se ha venido realizando en los
laboratorios de andlisis clinicos e investigacion desde hace ya méas de 40 afios, se
ha establecido por acuerdo que no existe en la actualidad un método
estandarizado disponible para medir dicha hormona, por lo que entre otras cosas,
los resultados que se obtienen en diferentes laboratorios no pueden ser
comparables entre si ademas de que por lo mismo no ha sido posible establecer

valores de referencia aceptados universalmente.

Originalmente la medicion de insulina se describi6é utilizando la metodologia del
radioinmunensayo, sin embargo, con los avances en la investigacion en el
desarrollo de nuevas metodologias e instrumentacién, en la actualidad la hormona
puede cuantificarse con instrumentos automatizados utilizando métodos
inmunomeétricos que utilizan trazadores luminiscentes, todo lo cual los hace

altamente reproducibles.

No obstante lo anterior y a pesar de las grandes ventajas de estos inmunoensayos
utilizados hoy en dia para las mediciones de proteinas, péptidos y moléculas
pequefas en concentraciones muy escasas, para el caso de la insulina, no se han

logrado definir con certeza ni la exactitud ni la sensibilidad de los ensayos, de tal



forma que en los laboratorios clinicos continGan apareciendo sustancias en las

muestras de pacientes que causan interferencias en las metodologias utilizadas.

En este trabajo se hace un analisis de los diferentes estudios publicados en los
ultimos afos que hacen referencia a la falta de estandarizacion en la cuantificacion
de insulina en los laboratorios clinicos a nivel mundial y en nuestro pais, asi como

de la problematica que representa la interpretacion de estos.



INTRODUCCION

A través de los afos, la insulina ha entregado al mundo cientifico paginas
fascinantes relativas a su descubrimiento, estructura, mecanismos de accion,
cuantificacion in vitro en el laboratorio, aplicacion terapéutica y su participacion en
la fisiopatogenia de la diabetes mellitus. Sin embargo, los grupos de expertos que
estudian la diabetes tanto en los Estados Unidos como a nivel internacional, han
establecido que la cuantificacion de insulina no es una prueba de utilidad clinica
en los pacientes diabéticos. Lo que resulta incuestionable es que,
independientemente de la utilidad de los resultados de la cuantificacion de la
concentracion sérica de la insulina, ya sea para uso clinico o con propoésitos de
investigacion, los laboratorios de andlisis clinicos deben buscar garantizar a la
comunidad médica y cientifica que los resultados de su cuantificacion en suero

son confiables y comparables entre si.

Es por ello que la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) cre6 en 1996 un
Grupo de Trabajo con la misién de intentar estandarizar el ensayo para la
medicion de insulina y mas recientemente, en 2004, se convocO nuevamente a un
grupo internacional de expertos a quiénes se dio la tarea de evaluar la
especificidad de diferentes ensayos comerciales,”) de establecer guias y criterios
de aceptabilidad de los ensayos, y de desarrollar un programa de estandarizacion,

dando asi continuidad a los trabajos iniciados algunos afios antes.

En este trabajo hacemos un analisis de los diferentes estudios publicados en los
altimos afios que hacen referencia a las causas y problematica relacionada con la

falta de estandarizaciéon en la cuantificacion de insulina en los laboratorios clinicos



a nivel mundial y a las dificultades que esto genera en la interpretacion de los

resultados.



GENERALIDADES
BIOSINTESIS DE LA INSULINA

La insulina es producida por las células B de los islotes pancreaticos de
Langerhans y consta de 51 aminoacidos (5,808 Da) contenidos en dos cadenas

peptidicas: Una cadena A con 21 aminoacidos (aa) y una cadena B, con 30.

Su molécula precursora, la preproinsulina (11,500 Da), después de ser sintetizada
entra al reticulo endoplasmico en donde es escindida por enzimas microsomales
para convertirse, casi inmediatamente después de su sintesis, en proinsulina. La
proinsulina es transportada al aparato de Golgi donde es empaquetada en

granulos secretorios recubiertos de clatrina.

La proinsulina consiste en una cadena simple de 86 aa (9,600 Da) que contiene 3
puentes disulfuro e incluye las cadenas A y B de la insulina mas un segmento

conector de 35 aa (péptido-C).

Posteriormente los granulos secretorios maduran perdiendo su cubierta de
clatrina, y las moléculas de proinsulina son literalmente partidas, por accion de las
endoproteasas, proconvertasa 2 y 3, y de la carboxipeptidasa H, primero en
productos intermedios denominados formas des de proinsulina parcialmente

procesada, y posteriormente en insulina y péptido-C (figura 1).

Una pequefia cantidad de proinsulina se escapa al rompimiento parcial o total, por
lo que los granulos secretorios maduros normales contienen insulina y péptido C
en cantidades equimolares, asi como entre 2% y 6% de proinsulina intacta y

parcialmente fraccionada.



Lo anterior ocasiona que, cuando mediante exocitosis, la insulina es secretada al
torrente sanguineo, es acompafada siempre de una cantidad equimolar de

péptido-C y de pequefias cantidades de proinsulina(2-3).

LA SECRECION DE INSULINA

La glucosa es el principal regulador para la secrecion de insulina por las células B
pancreaticas, aunque también ejercen su influencia los aminoacidos, las cetonas,
y diversos nutrientes. De este modo, cuando los niveles de glucosa en el
organismo alcanzan cifras >70 mg/dL (3.9 mmol/L) se produce el estimulo para
que se sintetice la insulina iniciandose una serie de sefiales que estimulan la
traduccion y procesamiento de la proteina, ademas de inducirse su secrecion, todo
lo cual se lleva a cabo mediante una compleja serie de pasos regulatorios que
inician con el transporte de glucosa al interior de la célula 3 de los islotes de

Langerhans a traves del transportador de glucosa GLUT2 (figura 2).
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Una vez dentro, la glucosa es fosforilada por la glucocinasa formando glucosa-6-
fosfato, la cual a su vez genera mediante su metabolismo a través de la glucdlisis,
moléculas de ATP que inhiben la actividad del canal de K" sensible al ATP. Este
canal es un complejo de 2 proteinas independientes, una de las cuales es el
receptor de ciertos medicamentos antidiabéticos orales (sulfonilureas,
meglitinidas); la otra subunidad es una proteina del canal de K" rectificador hacia
el interior. La inhibicion de éste canal de K’ induce la despolarizacion de la
membrana de la célula 3, abriendo los canales de calcio dependientes del voltaje
(lo que conduce a la entrada de calcio) y la estimulacién de la secrecion de

insulina.

La secrecién de insulina tiene un patrén pulsatil de liberacion hormonal, con
pequefias secreciones de la hormona, y de péptido-C, que se producen
aproximadamente cada 10 6 15 minutos, superpuestas a oscilaciones ultradianas

de mayor amplitud de entre 1y 3 horas“®.

Las comidas, u otros estimulos importantes de la secrecién de insulina, inducen
grandes descargas de secrecion de insulina que suelen durar 2 6 3 horas antes de

volver al nivel basal.

Por ejemplo, en la diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa y en el insulinoma,

estos patrones normales de secrecion estan alterados.
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Figura 2. Modificado de www.betacell.org. Secrecién de insulina. Esquema que ilustra el estimulo que desencadena la molécula de glucosa
en la célula B pancredtica. La glucosa es introducida a la célula por el transportador de glucosa GLUT 2; posteriormente es metabolizada
dentro de la célula alterando la actividad de los canales iénicos, lo que conduce a la secrecion de insulina.

ACCION DE LA INSULINA

La insulina, una vez secretada a la vena porta, se elimina y degrada en un 50% en
su primer pasaje por el higado. La insulina que no es degradada penetra en la
circulacién venosa sistémica y se une a su receptor en los lugares de accion u
organos blanco. Dicho receptor de insulina de la célula, pertenece a la clase
tirosina cinasa de receptores unidos a la membrana. Cuando la insulina se une a
su receptor, estimula la actividad intrinseca de la tirosina cinasa, provocando la
autofosforilacion del receptor asi como el reclutamiento de moléculas de

sefalizacion intracelular, como los sustratos de receptor de insulina (IRS; insulin
9



receptor substrates) 1 y 2 (figura 3). Estas moléculas de sefalizacion, junto con
otras, Inician una compleja cascada de reacciones de fosforilacion vy
desfosforilacibn que son causantes de los amplios efectos metabdlicos y

mitégenos de la insulina®”.

Por ejemplo, (ver figura 3) la activacion de la via del fosfatidil-inositol-3’-cinasa (PI-
3 cinasa) estimula la translocacion de los transportadores de glucosa GLUT4 a la
superficie celular, lo cual constituye un suceso crucial para la captacion de glucosa
por el musculo y el tejido adiposo. Mientras que por otro lado, la activacion de las
otras vias de sefalizacion induce la sintesis de glucégeno, la sintesis de
proteinas, la lipogénesis y la regulacion de diversos genes en células que

responden a la insulina.

La homeostasis de la glucosa refleja un equilibrio preciso entre la produccion
hepética de glucosa y la captacion y utilizacion periférica de la misma. El regulador
mas importante de este equilibrio es la insulina y a ella se suman los efectos de
otras vias, como las aferencias nerviosas, las sefiales metabdlicas y las hormonas
(como el glucagon), para generar el control integrado del aporte y la utilizacion de

la glucosa®.

De este modo, en ayunas los bajos niveles de insulina promueven la
gluconeogénesis y la glucogendlisis hepética para evitar la hipoglucemia. Los
niveles bajos de insulina disminuyen también la sintesis de glucégeno y la
captacion de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina, y promueven ademas la

movilizacion de los precursores almacenados.

10



Los niveles reducidos de insulina, influyen también sobre la capacidad del
glucagon de estimular la glucogendlisis y la gluconeogénesis por el higado y la
médula renal. Estos procesos son de importancia capital para asegurar un

suministro adecuado de glucosa al cerebro.

En la fase posprandial, una gran carga de glucosa desencadena un ascenso de la
insulina y una caida del glucagon, con lo que estos procesos se invierten. La parte
principal de la glucosa posprandial es utilizada por el musculo esquelético. Otros
tejidos, especialmente el cerebro, utlizan la glucosa por mecanismos

independientes a la misma®.

LA INSULINA Y LA DIABETES

La respuesta del organismo a la glucosa en sangre requiere de la coordinacion de
toda una serie de mecanismos. Fallas o insuficiencia en cualquiera de los
componentes involucrados en la regulacion, secrecién o captacion de la insulina
pueden ocasionar en forma secundaria un incremento en los niveles de glucosa en
la sangre. Asi mismo, cualquier dafio en las células beta, que producen la insulina,

incrementara los niveles de glucemia.

11
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Figura 3. Modificado de Insight review articles. Transmisién de la sefial en la accion de la insulina. El receptor de la insulina es una tirosin
cinasa que experimenta autofosforilacién y que a su vez, cataliza la fosforilacion de proteinas celulares tales como; los miembros de la familia
de las IRS, Shc y Cbl. En cuanto a la fosforilacion de la tirosina, estas proteinas interactan con moléculas de sefializacion a través de sus
dominios SH2 resultando en una serie de diversas rutas de sefializacion, incluyendo la activacién de PI(3)K Ptdins(3,4,5)P dependiente de
proteinas cinasas, ras y la cascada de cinasas MAP, Cbl/CAP y la activacion de TC10. Estas rutas actian de una manera concertada para
coordinar la regulacion del trafico de vesiculas, sintesis de proteinas, activacion e inactivacién enzimatica y expresion génica, lo cual resulta

en la regulacion del metabolismo de glucosa, lipidos y proteinas.

La diabetes mellitus, conocida comunmente como diabetes, es una enfermedad
metabodlica que se caracteriza por niveles anormalmente altos de glucosa en la
sangre. Mientras que las personas que no son diabéticos producen insulina para
reducir los niveles elevados de glucemia (por ejemplo, después de ingerir

alimentos) en el diabético dichos niveles permanecen altos. Esto puede deberse a

12



que no se esta produciendo insulina, o no se estad produciendo en cantidades
suficientes capaces de reducir los niveles de glucemia, como es el caso de la
diabetes tipo 1, o bien que se esté produciendo suficiente insulina pero que los
organos blanco no la utilicen, como sucede en la diabetes tipo 2. Aunque
regularmente en este Ultimo tipo de diabetes, co-existen alteraciones en la

secrecion de insulina con grados variables de resistencia a la insulina.

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) ha establecido en el Gltimo consenso
y actualizacion del afio 2003 a través de su Comité de expertos en el diagnostico y

(10)

clasificacion de la diabetes mellitus * que los criterios diagndsticos para Diabetes

son los siguientes:

1. Sintomas de diabetes, mas concentracion de glucosa casual > 200 mg/dL.
Casual significa, en cualquier momento del dia, independientemente de la
hora de ingesta del dltimo alimento. Los sintomas clasicos de diabetes

incluyen poliuria, polidipsia, y pérdida de peso inexplicable, o

2. Glucosa sérica en ayunas > 126 mg/dL. Ayunas es definido como no

ingesta calorica por lo menos de 8 horas, o

3. Glucosa a las 2 hrs. > 200 mg/dL, durante una curva de tolerancia oral a la
glucosa (CTOG). Esta prueba debe ser realizada de acuerdo a la OMS,

usando una carga de glucosa de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

En ausencia de hiperglucemia clara o0 inequivoca con descompensacion
metabolica, estos criterios deben ser confirmados repitiendo la prueba en un dia

diferente.
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LA INSULINA Y EL SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico o sindrome de resistencia a la insulina fue descrito en
1988 por Reaven™, quién originalmente lo llamé sindrome X. Este sindrome se
caracteriza por la asociacion entre alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, obesidad, dislipidemias e hipertension arterial y la presencia de

resistencia a la insulina.

Aunque aun hoy en dia no se conoce con certeza la causa del sindrome
metabolico, es claro que la presencia de obesidad es uno de sus agentes causales
y que la mayoria de los pacientes obesos cursan con hiperinsulinemia y menor

sensibilidad a la accion de la insulina®?.

Hablar del sindrome metabdlico lleva a definiciones y resultados contradictorios ya
que existen multiples definiciones y criterios diagndsticos establecidos acerca del

sindrome metabdlico ademas de que no existen marcadores genéticos o pruebas
diagndsticas especificas.

Por otro lado, diferentes grupos han publicado varias definiciones del sindrome de
las cuales destacan la de la Organizacion Mundial de la Salud, el Grupo Nacional
de Educacion en Colesterol (NCEP-ATPII™, el Grupo Europeo de Estudio de la
Resistencia a la Insulina, la Federacién Internacional de Diabetes, y el de la

Asociacion Americana de Endocrindlogos Clinicos.

Aunque el sindrome metabdlico se asocia a la presencia de resistencia a la
insulina, es contradictorio si se requiere utilizar algdn método diagnostico de

laboratorio para establecerla.

14



El mejor método para medir la sensibilidad tisular a la accion de la insulina es el

“clamp” o pinza metabdlica euglucémica*?.

Brevemente, consiste en administrar insulina al paciente hasta alcanzar una
concentracion estable determinada (comunmente 100 uUl/mL); Una vez que se
alcanza dicha concentracion, se aplica glucosa por via intravenosa. El indicador
del grado de resistencia a la accion de la insulina es la cantidad de glucosa que se

necesita administrar para mantener la normoglucemia (80-90 mg/dL).

Como puede deducirse, este es un procedimiento costoso y laborioso que se
utiliza en la actualidad sélo en investigacion, resultando evidentemente poco

practica su utilizacién en el ejercicio de la clinica diaria.

Para sustituirlo se han descrito diferentes modelos mateméaticos que utilizando las
concentraciones de glucosa e insulina en ayunas y postprandiales, ademas de
constantes aritméticas, sirven para estimar la sensibilidad a la insulina, y que

correlacionan muy adecuadamente con la técnica del “clamp”.

La Sociedad Mexicana de Nutricién y Endocrinologia establece™ que el solicitar
determinaciones de insulina en la practica clinica cotidiana tiene inconvenientes
importantes por lo que ademas de ser un gasto innecesario para el paciente, su
resultado es de poco o ningun valor, al no contar con la estandarizacion del
ensayo de insulina y puntos de corte bien definidos para establecer el diagndstico

de resistencia a la insulina.

La posicién de dicha Sociedad concluye que determinar los niveles de insulina, o
formulas derivadas de esta, en la definicion del sindrome metabdlico, es poco
confiable.

15



INDICACIONES CLINICAS DEL ENSAYO DE INSULINA

Este tema resulta sin duda controversial. Como hemos mencionado anteriormente,
la cuantificacion de insulina en suero es utilizada principalmente para propositos
de investigacion y sélo en contadas excepciones es conveniente y Gtil realizar el

ensayo de insulina para fines clinicos y diagndésticos.

Aunque no es el objeto de este trabajo la revision y discusion acerca de las
indicaciones del ensayo de insulina para la toma de decisiones clinicas,

revisaremos brevemente algunas de sus principales indicaciones.

Como ya revisamos anteriormente, de acuerdo con los criterios actuales para el
diagnostico de diabetes, es claro que la medicion de la concentracién de insulina
en sangre no es un examen que esté indicado realizar para el diagndstico de

diabetes mellitus.

En el sindrome metabdlico, aunque los métodos accesibles para el clinico en la
practica cotidiana del consultorio para evaluar la resistencia a la insulina pudieran
incluir la determinacion de la concentraciébn de insulina sérica o la relacion
glucosalinsulina en ayunas y posterior a una carga oral estandar de glucosa, su
confiabilidad es cuestionable por la gran variabilidad en los valores de insulina en
sujetos sanos y con resistencia a la insulina, por la falta de estandarizacion del
ensayo, y por la falta de puntos de corte bien definidos para separar valores

normales de anormales.

Una de las indicaciones de utilidad clinica mas aceptada es la cuantificacion de la
concentracién de insulina en suero para establecer el diagnéstico y patogénesis
de la hipoglucemia en ayunas.
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Del mismo modo, el diagnostico de un tumor de células del islote pancreético se
basa en la persistencia de concentraciones de insulina plasmatica

inapropiadamente elevadas con concentraciones bajas de glucosa.

Recientemente se ha descrito ademas que resulta clinicamente atil conocer las
concentraciones séricas de insulina en la evaluacion y manejo de las pacientes
con el sindrome de ovarios poliquisticos, en el que las mujeres que lo padecen
manifiestan resistencia a la insulina por exceso de androgenos asi como por
anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos. Es necesario en estos
casos documentar, utilizando cuantificaciones de insulina en conjunto con

mediciones de glucosa sérica la resistencia a la insulina.

También se ha publicado evidencia cientifica de que el incremento en las
concentraciones de insulina y/o pro-insulina en individuos no diabéticos, predice el

desarrollo de enfermedad arterial coronaria (EAC).

Aunque esta posibilidad pueda ser cientificamente vélida, su utilidad clinica sigue
siendo cuestionable ya que, si bien la hiperinsulinemia permite estimar
indirectamente la resistencia a la utilizacion de la glucosa (mediada por insulina)
por sus Organos blanco, e identificar asi a individuos en riesgo de tener o
desarrollar el sindrome de resistencia a la insulina o sindrome metabdlico, no es
suficientemente claro aun que el incremento en el riesgo de EAC sea atribuible a
la propia elevacion de insulina en sangre por lo que, de alguna forma, pierde valor

el conocer los niveles sanguineos de insulina por si mismos 67,

Por lo anterior, parece ser mas util cuantificar las consecuencias de la resistencia

a la insulina y de la hiperinsulinemia, como la tension arterial, el grado de
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tolerancia a la glucosa, las concentraciones de triglicéridos y de colesterol de alta

densidad, que los valores de la hormona por si mismos.

Al fin y al cabo, las intervenciones clinicas estan enfocadas a corregir estas
tltimas alteraciones, y no a intentar corregir las concentraciones de insulina o pro-

insulina.

De cualquier forma e independientemente de la utilidad clinica o no de la
cuantificacion de la concentracibn de insulina sérica, si las metodologias
actualmente disponibles no estan estandarizadas, de poco servira cuantificar la
insulina sérica si no se dispone de un método estandarizado que permita su
aplicacién universal en los laboratorios de analisis clinicos, y que posibilite en
consecuencia establecer los valores de referencia, separando claramente los

valores normales de los anormales.
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ANTECEDENTES

Aunque el primer ensayo de laboratorio clinico para la cuantificacion de insulina
fue descrito hace 50 afios, resulta claro que por diferentes circunstancias, en los
albores del siglo 21 no contamos aun con un método de laboratorio estandarizado
que permita hacer comparables los resultados de las mediciones de insulina
obtenidas de diferentes laboratorios, en los diferentes paises del mundo. Basta
recordar cuando en 1922 se revoluciono el tratamiento de la diabetes al ser
aplicada por vez primera insulina a un paciente diabético, y luego cuando algunos
afos después, en 1959, se describid el radioinmunoandlisis, un método de
laboratorio innovador para cuantificar la concentracion de insulina en el humano,
mismo que ademas sirvidé de plataforma para la estructuracion de metodologias
basadas en inmunoensayos para la cuantificacion de innumerables analitos en el

laboratorio clinico 2.

Hoy en dia, gracias a esas y a otras grandes y trascendentes contribuciones, que
por cierto han representado para algunos cientificos que se han entregado a su
estudio un buen numero de premios Nobel, hoy sabemos mucho acerca de la
insulina y de su papel en los mecanismos de accién del metabolismo de
carbohidratos y lipidos, asi como de su asociacion en la fisiopatogenia de diversas
enfermedades tales como diabetes, sindrome metabdlico, insulinoma,
ateroesclerosis de vasos coronarios y periféricos, hipertension, dislipidemia,

sindrome de ovarios poliquisticos, entre otras. ‘% 2%

Aunque, como ya mencionamos con anterioridad, el ensayo para la cuantificacion

de insulina fue introducido hace casi 50 afios, aun existen grandes retos y
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problemas analiticos por resolver en lo que se refiere a la medicidén de la hormona
y sus moléculas relacionadas, tales como la pro-insulina y el péptido C. De hecho,
el consenso mundial es que no existe en la actualidad en los laboratorios de
analisis clinicos un método estandarizado disponible para medirla por lo que, los
resultados que en la practica diaria se obtienen en diferentes laboratorios clinicos
no son comparables entre si, ademas de que por las mismas razones, tampoco se
han podido establecer valores de referencia que sean universalmente

aceptados.®V

Por otro lado, gracias a los avances en la robotica, la informatica, y en la
investigacion y uso de anticuerpos monoclonales, con el paso de los afios se han
venido desarrollando nuevas metodologias e instrumentacion que permiten que en
la actualidad la hormona pueda ser cuantificada en instrumentos automatizados,
con métodos inmunomeétricos que utilizan marcadores quimioluminiscentes, todo lo

cual en conjunto los hace altamente reproducibles.

Sin embargo y a pesar de las grandes ventajas de dichos inmunoensayos
utilizados hoy en dia para las mediciones de proteinas, péptidos y moléculas
pequefias en concentraciones muy escasas, no se han logrado definir con certeza
ni la exactitud ni la sensibilidad de los ensayos para la insulina sérica y en los
laboratorios clinicos continlan apareciendo sustancias en las muestras de
pacientes, que causan interferencias en las metodologias utilizadas, posiblemente
en parte relacionadas con variables no especificas; tales como cambios menores
en la fuerza iénica concentracion de iones hidrogeno (pH), o la osmolalidad en la

(22 23)

mezcla de la reaccién final y finalmente auto-anticuerpo . Por otro lado y
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través de observaciones personales y a manera de ejemplo, los resultados del
programa de Evaluacion Externa de la Calidad del College of American
Pathologists de los Estados Unidos®?, muestra los resultados promedios de una
misma muestra enviada a 497 laboratorios y analizada en instrumentos de 10
diferentes marcas comerciales, pueden ir desde 26.4 hasta 138.41 pUl/mL, lo que
refleja las enormes diferencias existentes entre los resultados que emiten los

laboratorios de analisis clinicos.

Otro aspecto relevante y sumamente controversial sobre la insulina versa en torno
a las indicaciones clinicas para su cuantificacion. Se ha discutido en extenso con
relacion a ello y existen diferentes posturas, unas a favor y otras en contra de su

utilidad en diversas entidades clinicas.

La cuantificacion de insulina es utilizada en pacientes con hipoglucemia y en la
investigacién de la patogénesis y tratamiento de la diabetes mellitus, aunque en
este Ultimo caso, sOlo para propésitos de investigacion; sin embargo, grandes
estudios epidemiolégicos®>?” han demostrado que las concentraciones séricas de
insulina predicen el desarrollo de diabetes tipo 2 y que estan asociadas con el
riesgo de varias enfermedades degenerativas tales como ateroesclerosis
coronaria y de vasos sanguineos periféricos, hipertension y dislipidemia. De este
modo, los grupos de expertos que estudian la diabetes tanto en los Estados
Unidos como a nivel internacional, han establecido que la cuantificacién de

insulina no es una prueba de utilidad clinica en los pacientes diabéticos.

Todas estas sugerencias y muchas otras mas que comentaremos mas adelante,

siguen siendo motivo de discusién. Lo que resulta incuestionable es que,
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independientemente de la utilidad de los resultados de la cuantificacion de la
concentracion sérica de la insulina, ya sea para uso clinico o con propésitos de
investigacion, los laboratorios de analisis clinicos deben buscar garantizar a la
comunidad médica y cientifica que los resultados de su cuantificacion en suero

son confiables y comparables entre si.

Es por ello que la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) creé en 1996 un
Grupo de Trabajo con la mision de intentar estandarizar el ensayo para la
medicion de insulina. Mas recientemente, en 2004, se convocO nuevamente a un
grupo internacional de expertos®®?® a quiénes se dio la tarea de evaluar la
especificidad de diferentes ensayos comerciales, de establecer guias y criterios de
aceptabilidad de los ensayos, y de desarrollar un programa de estandarizacion,

dando asi continuidad a los trabajos iniciados algunos afios antes.

Es indudable que ha habido progresos importantes como son el advenimiento de
los anticuerpos monoclonales, la informatica y la robética que han permitido
automatizar los procesos analiticos y por ende hacerlos altamente reproducibles y

precisos, por mencionar solo algunos.

Sin embargo, el hecho es que los resultados que se obtienen al cuantificar insulina
sérica al utilizar las diferentes metodologias, reactivos, instrumentos y estandares,

de las diferentes marcas y casas comerciales, no son comparables entre si.

A continuacién se describen brevemente las diversas metodologias con sus

respectivos fundamentos.
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METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE INSULINA

Los cuatro métodos basicos para la medicion de insulina y sus precursores son los
bioensayos, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), espectrofotometria
de masas con dilucion de isOtopos estables, y los inmunoensayos. En la
actualidad, estos ultimos son los unicos utilizados en el laboratorio clinico de

rutina.

Los bioensayos de insulina miden la actividad bioldgica de la insulina en animales,
son relativamente imprecisos e insensibles, y son utilizados principalmente para
establecer estandares internacionales asi como para la estandarizacion comercial
de insulinas terapéuticas. Los métodos cromatograficos, especialmente HPLC, son
regularmente utilizados en el analisis de preparaciones farmacéuticas, la
validacion de inmunoensayos y el andlisis de insulina de diferentes especies,
aunque requieren de cantidades grandes de plasma y ademas son muy

laboriosos®%-3?,

INMUNOENSAYOS

Después de los primeros trabajos de Berson y Yalow, quiénes en 1959
desarrollaron el primer inmunoensayo, en este caso utilizando un trazador
isotépico (RIA o radioinmunoensayo), los inmunoensayos han evolucionado
draméticamente hasta nuestros dias. Los hay manuales o automatizados y tienen
una gran cantidad de aplicaciones que van desde la deteccién y cuantificacion de
hormonas, la identificacion de antigenos y anticuerpos en enfermedades
infecciosas, marcadores tumorales, farmacos, entre otros.
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Independientemente de la aplicacion o de la tecnologia subyacente utilizada, los

inmunoensayos dependen de cuatro componentes basicos:
1) el antigeno a ser identificado;
2) el anticuerpo o antisuero usado para la deteccion;

3) el método para separar el complejo antigeno-anticuerpo unido, de los

reactantes no unidos (si el ensayo usado es heterogéneo); y
4) el método de deteccion®.

La eficacia de cualquier inmunoensayo depende de dos principales factores que
son, la eficiencia en la formacion del complejo antigeno-anticuerpo, y la capacidad

para detectar dichos complejos.

Un requisito fundamental para los inmunoensayos es la disponibilidad de
moléculas organicas que puedan unirse a dominios especificos presentes en el
blanco u objetivo. Tradicionalmente los anticuerpos han cumplido con este papel
ya que son relativamente faciles de producir y pueden ser seleccionados para que

posean las caracteristicas de afinidad deseadas®*=®.

Actualmente hay disponibles numerosos formatos de inmunoensayos con los que
es posible detectar y medir practicamente cualquier sustancia, incluyendo desde
moléculas muy pequefias (farmacos) o muy escasas, hasta antigenos celulares
complejos. Los diferentes inmunoensayos pueden ser: radioinmunoensayo o RIA
(que fue el primero de todos), inmunoensayo enzimatico (EIA), que practicamente
ha desplazado al RIA, asi como diversos derivados de ensayos tipo “sandwich”

basados en métodos de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), los
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cuales fueron desarrollados en los afios 70’s usando sustratos cromogénicos, y
que en la actualidad utilizan sustratos y marcadores quimioluminiscentes (ICMA),

electroquimioluminiscentes, y fluorescentes (FPIA).

ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA (ELISA)

Desde los afios 70’s, los ELISA han sido el estandar contra el cual es medido el
desempeiio de los inmunoensayos. Son quiza los inmunoensayos mejor

entendidos y mas comtnmente utilizados®".

Los ELISA’s que detectan agentes biologicos son ensayos heterogéneos en donde
el agente (virus) o el antigeno especifico del agente, es capturado en una placa de
plastico multipozos, o en un tubo de plastico, por un anticuerpo de “captura” que
esta previamente unido a la matriz sélida (ya sea la placa o el tubo). El antigeno
unido es entonces detectado utilizando un anticuerpo “detector” secundario. El
anticuerpo detector puede estar directamente marcado con una molécula
generadora de una sefial, o puede ser detectado con algun otro anticuerpo que
esté marcado con una enzima. Estas enzimas catalizan una reaccion quimica con
un sustrato que resulta en un cambio colorimétrico. La intensidad de este color
puede ser medida con un espectrofotometro, el cual determina la densidad 6ptica
de la reaccion usando una luz a una longitud de onda especifica. Muchos formatos
de ELISA’s requieren anticuerpos de dos diferentes especies de animales de tal

forma que no tienen interaccién directa al formar el “sandwich”.
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Existen muchas combinaciones de enzima-sustrato diferentes que son efectivas
generando sefiales que pueden ser detectadas a través de lectores disponibles o

bien a simple vista.

Las principales ventajas de los ELISA’'s son: 1) son comunmente utilizados y
entendidos por los laboratorios clinicos ; 2) pueden ser adaptados para procesarse
en grandes volumenes; 3) los anticuerpos utilizados no requieren de ningun tipo

de tratamiento o purificacion especial.®®

ENSAYO INMUNO-ELECTROQUIMIOLUMINIMETRICO (ICMA)

El ensayo inmuno-electroquimioluminimétrico es una metodologia novedosa muy
promisoria y semejante a los ELISA’s, aunque en este caso el anticuerpo detector
esta marcado directamente con un trazador quimioluminiscente. El proceso
electro-quimioluminiscente esta basado en la formacién de un intermediario
quimico en estado excitado que posteriormente regresa a su estado basal
mediante la emision de un foton. Esta técnica de excitacion es diferente de
aquellas en las cuales el estado excitado es alcanzado por la absorcion de un
foton. El trazador quimioluminiscente mas frecuente y comunmente utilizado es el
Rutenio (Ru). Algunos ensayos incluyen particulas recubiertas con anticuerpos de
captura que en presencia del agente bioldgico, forman los complejos inmunes
antigeno-anticuerpo entre el agente y el anticuerpo detector marcado. Debido a su
pequefio tamafo, el rutenio puede ser facilmente conjugado a cualquier proteina
ligando sin afectar la inmunoreactividad o solubilidad de la proteina. En un ensayo

tipico de deteccion de agentes, la muestra es agregada a una mezcla de
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particulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpos de captura y con
anticuerpos detectores conjugados con rutenio. Después de un corto periodo de
incubacion el analizador vierte la muestra a un flujo celular, captura y lava las

particulas magnéticas, y mide la sefial electro-quimioluminiscente.

ENSAYO INMUNO-QUIMIOLUMINISCENTE.

La quimioluminiscencia es una reaccién quimica en la cual uno de los productos
de la reaccion es luz. La enzima peroxidasa puede reaccionar con moléculas tales
como el luminol para producir luz como parte del producto de la reaccion. La
reaccion del luminol ocasiona una emisién de fotones en el rango de los 400 a 450
nm. La baja produccion de fotones en esta reaccion, ha limitado su sensibilidad y
su aplicabilidad. Sin embargo al agregar moléculas potenciadoras, como la
luciferina, 6-hidroxibenzatiazol, la reaccion puede prolongarse por muchos minutos
mas, aumentando la emisién de fotones en miles de veces. La reaccion puede ser

medida por tubos foto multiplicadores muy sensibles.

Una desventaja del método es que la reaccion es llevada a cabo en un sistema
heterogéneo en el cual la peroxidasa esta unida a una fase soélida. La peroxidasa y
el luminol deben estar en un sistema libre de matrices bioldgicas comunes, tales

como el suero, y por lo tanto es necesario un paso de separacion.

Otros sistemas de trazadores generan reacciones quimioluminiscentes
cuantitativas, utilizando ésteres de acridinio aromaticos y dioxetanos. Los ésteres
de acridinio son oxidados por perdxido de hidrogeno para producir luz, mientras
que los dioxetanos se convierten en derivados estables de ésteres de fosfato que,
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cuando son hidrolizados, son degradados espontaneamente, generando luz como

uno de los productos®?.

ESTANDARIZACION DE LOS ENSAYOS PARA LA CUANTIFICACION DE INSULINA EN SUERO.

En el inicio del desarrollo de los métodos para cuantificar insulina humana, una de
las principales dificultades encontradas fue la ausencia de estandares de insulina
pura. Unicamente habia disponibilidad de estandares caseros que contenian
mezclas de insulinas bovina y porcina, las cuales tienen diferencias
inmunoquimicas con la insulina humana. Los laboratorios pioneros en la
cuantificacion de insulina utilizaban dichos estandares “caseros” con los cuales
hacian sus propias calibraciones internas del ensayo, todo lo cual ocasionaba que
los resultados de insulina cuantificados en los diferentes laboratorios, no pudieran

ser comparables entre si, ya que cada laboratorio utilizaba su propio estandar .

Sin embargo, debido a que para entonces la aplicacion del ensayo estaba limitada
a laboratorios de investigacion y se centraba en el estudio de la fisiopatologia de la
diabetes y trastornos relacionados, asi como para el estudio de la regulacién
fisiolégica de la secrecion de insulina, no se percibia la necesidad de que los

ensayos estuvieran estandarizados entre los diversos laboratorios.

Un poco después, algunos estudios de comparacion entre laboratorios que
utilizaban diferentes metodologias para la cuantificacién de insulina, demostré que
efectivamente, la variacién entre los resultados era grande y muy evidente, lo cual
podia deberse en parte, a la ausencia de un estdndar comdn de contenido
definido.
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Reconociendo esta necesidad de estandarizacion del ensayo (y del estandar), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) suministré una preparacion para cada
especie de insulina purificada (bovina, porcina y humana) de tal forma que pudiera
utilizarse en todo el mundo como un estandar externo. La posibilidad de contar
con grandes cantidades de insulina humana pura, a través de la tecnologia de
DNA recombinante en los afios subsecuentes, ampli6 la posibilidad de la
estandarizacion®. En 1991 la potencia de los materiales de insulina pura nativa

recombinante fue de 6.0 nmol/U.

Por esas fechas el ensayo de insulina en la practica clinica se limitaba
basicamente al diagndstico de insulinoma, por lo que siendo muy poco utilizado en
la practica cotidiana se prestaba muy poco interés en lograr una estandarizacién

seria y real del ensayo.

Del mismo modo, por esa misma época, aparecieron publicaciones de estudios
epidemiolégicos de gran escala en los que se demostré que las concentraciones
séricas de insulina inmunoreactiva pueden predecir el desarrollo de diabetes
mellitus no insulino dependiente (DMNID), y que existe la posibilidad de que los
niveles de insulina inmunoreactiva pudieran ser utilizados en la evaluacion clinica
de pacientes para predecir su susceptibilidad a diabetes. Al mencionar en este
trabajo el término inmunoreactivo nos referimos a inmunoensayos que pueden
reconocer otras sustancias, ademas de la insulina, que comparten epitopes
antigénicos con la insulina, tales como proinsulina, e intermediarios de la

conversion de proinsulina a insulina.
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Tales conclusiones sin embargo, aunque prometedoras, son completamente
dependientes de las caracteristicas de los ensayos de laboratorio. De tal forma
que, un ensayo para insulina que tenga reactividad cruzada con proinsulina y sus
productos de degradacion, puede llevar a diferentes conclusiones que otro que

sea especifico para insulina.

Para resolver este problema, en 1996 la Asociacion Americana de Diabetes
designo un grupo de trabajo para explorar la factibilidad de estandarizar el ensayo

de insulina.
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JUSTIFICACION

De acuerdo con lo publicado por diversos grupos de autores, la falta de
estandarizacion del ensayo de insulina es un hecho aceptado y reconocido en
todo el mundo. No obstante haber sido desarrollado por primera vez hace mas de
40 afos, y aun con todos los avances tecnolégicos y cientificos, es evidente que
hoy en nuestros dias los laboratorios de analisis clinicos no disponemos de un
ensayo de insulina estandarizado que permita que los resultados obtenidos de
diferentes laboratorios sean comparables entre si. La falta de estandarizacién ha
ocasionado ademas que no se hayan podido establecer valores de referencia

universalmente aceptados.

Aun cuando las indicaciones para la cuantificacion en sangre de la hormona
insulina resultan controversiales, es un hecho que en algunas situaciones clinicas
su aplicacion puede ser de utilidad. Para ello se requiere sin embargo, de contar

con un ensayo confiable y reproducible.

En el presente trabajo hacemos una revision bibliografica sobre los diferentes
esfuerzos que se han hecho por la comunidad cientifica internacional para
identificar las causas y factores asociados con la falta de estandarizacion y las
propuestas que han hecho para conseguirla, de tal forma que los laboratorios de
analisis clinicos podamos poner a disposicion de médicos y pacientes, un ensayo
de insulina confiable y listo para ser aprovechado al maximo tanto en el ambito de

la investigacion, como en el de la practica clinica rutinaria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Realizar una revision de la literatura con respecto a la falta de estandarizacion del

ensayo de insulina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a)

b)

Revisar resultados del programa de evaluacion externa de la calidad
del College of American Pathologists (CAP) para identificar
diferencias en los resultados entre los diferentes métodos e

instrumentos.

Hacer una revision acerca de las caracteristicas de desempefio
analitico de diversos instrumentos, y de la variabilidad de sus valores
de referencias en equipos y reactivos disponibles en México para el

ensayo de insulina.

Identificar las diferentes variables que pueden estar ocasionando la

falta de estandarizacion.
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COMPARACION ENTRE LABORATORIOS:

Para determinar las diferencias existentes entre las diferentes metodologias e
instrumentaciones del ensayo de insulina, en forma practica y econdmica
utilizamos los resultados del programa de evaluacion externa de la calidad del

Colegio de Patélogos Americanos correspondiente al ciclo Y-A del afio 2005.

La muestra nimero 1 fue analizada por 497 diferentes laboratorios participantes
que utilizaron 10 instrumentos y métodos diferentes. El valor de la concentracion
de insulina mas bajo correspondié a 153 laboratorios que utilizaron el equipo y
reactivo de la marca DPC Immulite 2000, con un valor promedio de insulina de
26.4 uUl/mL, desviacién estandar (DE) de 5.05 y coeficiente de variacion
porcentual (CV%) de 19.2%. En cambio, la concentracion promedio mas alta
correspondié a 10 laboratorios, que utilizaron el equipo y reactivos Axsym, de

Abbott Laboratorios, con un promedio de 138.4, DE de 8.56 y CV% de 6.2%.

La concentraciéon promedio de insulina, para la misma muestra ensayada el total

de laboratorios participantes (497 laboratorios) fue de 70.24 uUl/mL.

Cabemencionar que, el valor mas bajo de insulina reportado por un laboratorio fue

de 15.6, mientras que el mas alto, de 197.6 uUl/mL.

En la muestra nimero 2 la situacion es muy similar, con grandes discrepancias

entre las concentraciones promedio reportadas por los diferentes laboratorios.

Esta tabla muestra la falta de comparabilidad entre los resultados emitidos por los

laboratorios dependiendo del instrumento y metodologia que utilicen.
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El desempefio analitico de cada ensayo es también poco homogéneo ya que
mientras en algunos casos la variabilidad entre los laboratorios que utilizan el
mismo equipo es del 2.9%, en otros de 7.2%, y en otros llega a ser hasta de

22.5%.

Surveys 2005 (Y-A), Ligands (Special)

Tabla 1. Resultados del CAP en la determinacion de insulina

INSULINA NO. LABS PROM D.E. C.V. MEDIANA VALOR MAS BAJO VALOR MAS ALTO
MUESTRA 1
ABBOTT AXSYM 10 138.41 8.56 6.2 1385 124 149.7
BAYER ADVIA Centaur 71 121.37 7.69 6.3 121.6 100.8 136.4
Beckman Access/2 69 86.08 6.2 7.2 87.4 69.6 97.6
DPC Coat - a — Count 6 - - - 75.2 66.1 83.9
DPC IMMULITE 1000 73 29.09 6.53 225 28.7 15.6 441
DPC IMMULITE 2000 153 26.4 5.08 19.2 251 19 42.6
Linco Research 7 - - - 134.6 102.7 197.6
Roche Elecsys/E170 12 107.22 3.07 2.9 108 100.3 111
Roche Elecsys 1010/2070 45 106.29 591 5.6 107.2 89.9 120.1
Tosoh AIA — Pack 15 112.79 4.73 4.2 110.9 107.6 122.8
All Instruments 497 70.24 42.07 59.9 81 15.6 197.6
MUESTRA 2

ABBOTT AXSYM 10 55.15 4.77 8.7 55.3 49.1 65.4
BAYER ADVIA Centaur 71 44.03 3.02 6.9 43.8 37 50.7
Beckman Access/2 69 36.21 2.35 6.5 36.1 30.7 415
DPC Coat - a — Count 6 - - - 26.4 23.8 29.1
DPC IMMULITE 1000 74 12.59 2.6 20.6 12.2 7.7 18.4
DPC IMMULITE 2000 153 11.21 2.41 215 10.8 7.2 19.8
Linco Research 7 - - - 50.1 41.4 59.6
Roche Elecsys/E170 13 41.85 1.6 3.8 42.1 38.6 44.2
Roche Elecsys 1010/2070 44 42.11 2.29 54 42 36.5 48.6
Tosoh AIA — Pack 15 45.91 1.91 4.2 45.1 43.4 49.9
All Instruments 497 27.9 15.7 56.3 34 7.2 65.4

En la tabla 2 podemos observar los resultados de la revision que hemos realizado
mediante diferentes vias tales como consulta telefénica, paginas web, catalogos
publicos, etc. de diferentes laboratorios tanto de nuestro pais como de los Estados

Unidos, en la que hemos querido destacar la variabilidad entre los valores de
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referencia para el ensayo de insulina que cada uno de los 8 diferentes laboratorios

incluidos reporta.

En este caso por ejemplo, si un paciente acudiera al laboratorio nimero 3 a
realizarse el estudio de insulina en ayuno y le fuera reportado un resultado de 29
uuUl/mL, dicho resultado deberia interpretarse como normal, o “dentro de los
valores de referencia”. En cambio, ese mismo resultado seria considerado como
“anormal” o “fuera de los valores de referencia” en 6 de los 8 laboratorios incluidos

en la tabla.

De los 8 laboratorios incluidos, el limite normal superior méas alto es de 30 uUl/mL,

mientras que el mas bajo es de 17 uUl/mL.

Otro dato llamativo es que ninguno de los laboratorios incluidos utiliza ya la
metodologia de RIA. Todos los laboratorios utilizan inmunoensayos con

metodologias automatizadas y trazadores luminiscentes.

Es importante también sefialar que en el 2007 se realiza una comparacion de un
RIA con MEIA E IQMA en el cual concluyen que no hay comparabilidad en los

resultados cuando son comparados entre laboratorios “*:
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Caracteristicas de desempefio de ensayos comerciales para insulina:

Tabla 2. Comparacién entre diferentes laboratorios en la determinacién de insulina.

] VALOR
LABORATORIO | ANALIZADOR METODOLOGIA nerer, | UNIDADES | MUESTRA | INTERFERENCIAS
LAB 1 HOSP INMUNOENSAYO .
) IMMULITE HEMOLISIS
PRIVADO MEXICO 1000 QUIMIOLUMINISCENTE 627 puUIMI SUERO
DF ICMA*
LAB 2 HOSP
) ACCESS INMUNOENSAYO SUERO Y
PRIVADO MEXICO 1.9-23 pul/mL &?
o BECKMAN QUIMIOLUMINISCENTE PLASMA
LAB 3 HOSP
. ACCESS INMUNOENSAYO
PRIVADO MEXICO 3-30 ulimL SUERO HEMOLISIS
o BECKMAN QUIMIOLUMINISCENTE*
LAB 4 HOSP
) ) INMUNOENSAYO SUERO Y
PUBLICO MEXICO | DXI BECKMAN 1.9-23 pul/mL HEMOLISIS
o QUIMIOLUMINISCENTE PLASMA
LAB 5 HOSP
. . AXSYM .
PUBLICO MEXICO MEIA** 1.2-30 pul/mL SUERO HEMOLISIS
ABBOTT
DF
LAB 6 HOSP
. . ELECSYS INMUNOENSAYO SUERO Y
PUBLICO MEXICO 3-17 pul/mL HEMOLISIS
o ROCHE ELECTROQUIMIOLUMINISCENTE PLASMA
LAB 7
SUERO Y
ESTADOS &? CEIA* 3-28 mu/L &?
PLASMA
UNIDOS
LAB 8 ]
SUERO Y HEMOLISIS Y
ESTADOS &? INMUNOENSAYO <17 pul/mL .
PLASMA LIPEMIA
UNIDOS

* |ICMA: Immunochemiluminometric assay

** MEIA: Microparticle Enzyme Immunoassay
*** CEIA Capillary Electrophoresis Immunoassay

Finalmente, realizamos una revision y analisis de 5 diferentes metodologias,

instrumentos y marcas comerciales disponibles en México, cuyos resultados son

presentados en la tabla 3, misma que incluye la metodologia, anticuerpo o

anticuerpos utilizados, tipo de calibrador, sustratos que utilizan, asi como las

interferencias que cada uno de ellos declaran en sus insertos.

Todos estos ensayos son

procesados en

instrumentos completamente

automatizados, en los que pueden realizarse un gran nimero de pruebas por hora,

por lo cual no consumen mucho tiempo, ni horas hombre. Es decir, ya no

representan la laboriosidad que presentaban con el RIA. Los ensayos utilizan
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anticuerpos monoclonales y estan basados en el procedimiento del

inmunoensayo.

Otro hallazgo es que los diferentes reactivos e instrumentos utilizan calibradores
diferentes entre si. En todos ellos, se declara interferencia con los anticuerpos
heterdfilos y con los anticuerpos anti-insulina de pacientes tratados con insulina

exodgena.

Todo lo anterior nos permite inferir que en México contamos con amplia
disponibilidad de reactivos comerciales aprobados, que utilizan instrumentacion
automatizada con tecnologia de punta que representan el estado del arte a nivel
trazadores

mundial, amplia utilizacibn de anticuerpos monoclonales, y

luminiscentes.

Tabla 3 Caracteristicas del ensayo en diferentes analizadores.

ANALIZADOR TECNICA O TIPO DE ENSAYO TIPO DE ANTICUERPO CALIBRADOR MARCA INTERFERENCIAS
ACCESS INMUNOENZIMATICO 2 Ac MONOCLONALES (IRP) 66/304 FOSFATASA ALCALINA Ac HETEROFILOS.
BECKMAN SIMULTANEO DE RATON OoMs LUMI-PHOS 530 Ac ANTI INSULINA
1 Ac MONOCLONALES
IMMULITE QUIMIOLUMINISCENCIA MURINOS Y 2 AC Ac HETEROFILOS.
FOSFATASA ALCALINA
DPC DIRECTA POLICLONALES DE Ac ANTI INSULINA
OVEJA.
2D01-20
. FOSFATASA ALCALINA
AXSYM INMUNOENSAYO ENZIMATICO 2 Ac MONOCLONALES PRINCIP Ac HETEROFILOS.
. . METILUMBELIFERIL
ABBOTT DE MICROPARTICULAS (MEIA) DE RATON 2D01-01 AC. ANTI-INSULINA
FOSFATO
REF OMS
ELECSYS
ELECTROQUIMIO-
ROCHE &? o? &? &?
LUMINISCENCIA
ADVIA Centauro QUIMIOLUMINISCENCIA 2 Ac MONOCLONALES (IRP) 66/304 Ac HETEROFILOS.
. ESTER DE ACRIDINIO
BAYER DIRECTA DE RATON OoMS Ac ANTI INSULINA

Idealmente, un ensayo de insulina debe ser sensible, especifico y aplicable a un
gran numero de muestras. Debe estar ademas estandarizado para que pueda ser
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utilizado en grandes estudios clinicos y pueda ademas ser considerado por las

guias clinicas.

De los 4 diferentes métodos con los que es posible cuantificar la hormona de
insulina en sangre, como son los bioensayos, la cromatografia liquida de alta
resolucion, la espectrofotometria de masas con dilucion de is6topos estables, y los
inmunoensayos, Unicamente estos Ultimos pueden ser aplicables a un gran

numero de muestras.

Los primeros inmunoensayos que se utilizaron para cuantificar insulina fueron los
radioinmunoensayos (RIA), que utilizaban anticuerpos policlonales y que
detectaban tanto insulina como proinsulina, ya sea intacta o bien sus
intermediarios 31,32 des pro-insulina, lo cual hacia imposible evaluar
correctamente la secrecion de insulina, sobre todo en aquellas condiciones en las
cuales las concentraciones de proinsulina circulante estan incrementadas, como
es el caso de la diabetes tipo 2, la intolerancia a la glucosa y la resistencia a la

insulina.

Afortunadamente, la aparicion de los anticuerpos monoclonales ha resuelto en
gran parte dicho problema. En los inicios de los 80's, el desarrollo de los
anticuerpos monoclonales llevé a la introduccion de ensayos inmuno-métricos
(IMA), que fueron reconocidos y aceptados como mas precisos, mas sensibles

(con un limite de deteccion mas bajo), y mas especificos (selectivos), que los RIA.

Incluso se alcanz6 una mayor especificidad, utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el epitope localizado en la region N-terminal de la cadena A de

insulina. Este epitope es ocultado por el péptido-C en la proinsulina y en la
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molécula de proinsulina 31,32 des®?, lo cual asegura que no interfiera con

ninguno de esos intermediarios.

Posteriormente, empezaron a comercializarse un gran numero de ensayos
automatizados que incluian marcadores enzimaticos o luminiscentes, con lo cual

mejoro aun mas la reproducibilidad y practicabilidad intra-laboratorios.

Los 3 principales obstaculos que persisten en la actualidad para la medicion de

insulina son:
1) Hemolisis
2) Anticuerpos anti-insulina circulantes

3) La reactividad (o falta de reactividad) de analogos de la insulina circulantes,

de accion rapida o prolongada.

Las muestras hemolizadas contienen una enzima degradadora de insulina por lo
que no deben ser analizadas, a menos de que sean conservadas a 4°C y
analizadas en las primeras 2 a 3 hrs de su obtencién, o bien, que se haya afiadido
un inhibidor de insulinasa en el tubo de recoleccion, para prevenir la degradacion

de la insulina.

Los anticuerpos anti-insulina interfieren con los inmunoensayos. En todos los kits
de reactivos comerciales, los fabricantes declaran que los anticuerpos circulantes
anti-insulina de los pacientes, formados en respuesta al tratamiento con insulina

exdgena (ya sea bovina, porcina o humana), causan interferencias con el ensayo.
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VARIABLES QUE PODRIAN ESTAR OCASIONANDO LA FALTA DE ESTANDARIZACION:

En el afio de 1996 la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) cre6 un Grupo de
Trabajo para la Estandarizacién del Ensayo de Insulina®” el cual encontré que
muestras idénticas de suero o plasma medidas en diferentes laboratorios,
producian resultados ampliamente diferentes o dispares, y que por ende eran

completamente inaceptables para comparaciones en la poblacion.

El Grupo de Trabajo intentd entonces encontrar las potenciales explicaciones de
dichas diferencias y realiz6 para ello varios experimentos, como lo fue utilizar el
mismo estandar de referencia (Unico) en los diferentes laboratorios participantes,

lo cual mejoré muy poco la comparabilidad entre los resultados.

El Grupo de Trabajo analiz6 ademas las caracteristicas de varios ensayos de
insulina, como linearidad, recuperacion, exactitud, y reactividad cruzada con
proinsulina y sus intermediarios de conversion primarios, y aunque dichas
caracteristicas variaron entre los diferentes métodos y laboratorios, tampoco esto
logré explicar claramente las diferencias entre las mediciones realizadas entre un

ensayo y otro.

Sorpresivamente, incluso el uso del mismo ensayo (mismo kit de reactivos) en

diferentes laboratorios, no siempre produjo resultados comparables.

En conclusion, el Grupo de Trabajo no logré estandarizar el ensayo, y tampoco
pudo identificar las potenciales causas de la falta de estandarizacion y de

comparabilidad entre los resultados.
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Diez afos después, en abril de 2007, ha sido publicado un nuevo reporte del
Grupo de Trabajo de la ADA®, en el que se estudian las caracteristicas de
desempeiio de 12 diferentes métodos de insulina comercialmente disponibles, de

9 fabricantes.

Los objetivos principales de este nuevo Grupo de Trabajo, integrado ahora por la
ADA, el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Renales y Digestivas, y el
Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, fueron evaluar
el desempefio analitico de diferentes ensayos, establecer guias de aceptabilidad
de los ensayos, y desarrollar un programa de estandarizacién para alcanzar o

lograr valores uniformes y exactos de los ensayos de insulina.

Los resultados que obtuvieron fueron los siguientes:

IMPRECISION:

El coeficiente de variacion intra-ensayo de los métodos evaluados vario de 3.7% a
39.0%. Siete de 10 de estos kits comerciales tuvieron coeficientes de variacion o
imprecision igual o menor de 10.6%. Por otro lado, el coeficiente de variacion
entre-ensayos vario de 12% hasta 66%. Estos experimentos se llevaron a cabo
utilizando para cada reactivo comercial su propio material de calibracion. Como un
intento por armonizar los resultados se realizaron pruebas también utilizando un
material Unico de calibracion para todos los kits comerciales, lo cual no logré

mejorar los resultados de imprecision intra ni inter-ensayos.
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RECUPERACION:

Siete de 10 de los ensayos probados tuvieron un porcentaje de recuperacion de

insulina dentro del 15.5% de la concentracion esperada.

REACTIVIDAD CRUZADA:

En 9 de 10 métodos hubo una reactividad cruzada < 2% con proinsulina humana
intacta, y 8 de los 10 métodos, tuvieron una reactividad cruzada < 3% a pro-
insulina des (32,33). En 9 de los 10 reactivos, la reactividad cruzada a pro-insulina

des (64,65) excedi6 el 40%.

En conclusion, el grupo de trabajo ha encontrado que varios de los ensayos
comerciales estudiados, pero no todos, miden insulina con aceptable imprecision y
reactividad cruzada. Al igual que el Grupo de trabajo que les precedid, los
hallazgos de la Fuerza de Tarea para la estandarizacién de insulina sugieren que
la fuente de las discrepancias en los resultados entre los diferentes métodos
comerciales es probablemente multifactorial y no puede ser explicado por una

caracteristica analitica de desempefio en particular 2.
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CONCLUSIONES

Los cambios en el estilo de vida, caracterizados por una dieta pobre en fibras y
rica en grasas y carbohidratos, aunados a sedentarismo y falta de actividad fisica,
han traido consigo el incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad, y en
la morbilidad y mortalidad secundaria a enfermedades cronico-degenerativas tales
como diabetes, cancer, enfermedad cardiovascular, sindrome metabdlico, entre

otras.

De hecho, actualmente la diabetes representa la primera causa de muerte en
nuestro pais, y el panorama no se ve alentador que diversos estudios y
proyecciones indican que tanto en adultos como en nifios, esta aumentando
dramaticamente la frecuencia de sobrepeso y obesidad, lo cual es un factor de
riesgo importante para el desarrollo de la diabetes, dislipidemia, sindrome

metabolico, y resistencia a la insulina.

Esta claramente establecido en las guias actuales mas recientes y aceptadas
sobre diabetes, que para efectos de diagnostico y seguimiento de dicha
enfermedad, la medicion de insulina sérica no es una prueba recomendada. Lo
anterior debido a que se ha demostrado que la cuantificacion de la hormona
insulina en los laboratorios clinicos no esta estandarizada, de tal forma que los
resultados de su medicion originan concentraciones muy diferentes entre los

diferentes laboratorios.

Por lo mismo, no existe un consenso acerca de los valores de referencia

universalmente aceptados.
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No obstante lo anterior, recientemente ha sido sugerido que la cuantificacion de la
insulina puede ser util como predictor de enfermedad arterial coronaria, y para la
evaluacion de la misma. Sin embargo, tales afirmaciones pierden su utilidad y

certeza, si no se ha logrado la estandarizacion del ensayo de insulina.

La Asociacion Americana de Diabetes ha realizado intentos para alcanzar tal
estandarizacion y ha creado Grupos de Trabajo dedicados al estudio de las

variables que causan dicha falta de estandarizacion.

Dichas Fuerzas de Tarea han confirmado que existen diferencias notables entre
los resultados obtenidos entre diferentes laboratorios. Ademas han publicado sus
resultados y aunque se han identificado algunas variables que pueden explicar la
falta de estandarizacion entre los ensayos de insulina, no se ha logrado encontrar

la solucién que permita alcanzar tal estandarizacion

En conclusion, los Grupos de Trabajo de la Asociacion Americana de Diabetes
reconocen que existe falta de estandarizacion entre los diferentes ensayos de
insulina, que ocasiona que los resultados de las concentraciones de insulina de
mismas muestras sean diferentes entre si, al ser cuantificadas en diferentes

laboratorios.
La ADA ha recomendado trabajar en los siguientes aspectos:
e Obtener una nueva preparacion definida en términos de masa.
e Validar dicha preparacién en ensayos con suero y diluyentes nativos.

e Desarrollar un método de referencia para alcanzar la trazabilidad de

resultados por un periodo largo de tiempo.
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Finalmente consideramos que la mejor forma de utilizar esta determinacion de
insulina con las metodologias actualmente disponibles es como muchos clinicos
especialistas del area lo realizan que es complementandola con determinaciones
de glucosa en una curva de tolerancia oral a la glucosa por ejemplo, o0 en su caso,
esperar a que los cientificos nos proporcionen una metodologia novedosa y
confiable para estas determinaciones con la certeza de un resultado sensible

reproducible y econdmico en los laboratorios de andlisis clinicos.

Los esfuerzos por alcanzar la estandarizacion contindan, y probablemente en los

afos venideros podamos ser testigos de la estandarizacion del ensayo de insulina.
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