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INTRODUCCION 

E1 desarro11o de este trabajo tiene como objetivos principal.es,

ans1izar 1os métodos que existen para ia·cuantificación de hemog1ob_!. 

na g1icosi1ads (HbAic)' posteriormente se indicará cua1 de e11os es

e1 mejor para que ae pueda rea1izar como un examen c1ínico de rutina 

y así mejorar e1 control terapeútico de diabetes me11itus, así mismo 

se destacará 1a importancia c1Ínica que tienen 1as determinaciones -

de hemog1obina g1icosi1ada. 

Para 1ograr 1o antes propuesto se evaluaron bibliograficamente 

varias metodo1ogÍas de una manera concreta y directa. 

En el cap!tu1o primero se hab1ará de 1a definición, estructura y 

función de 1a hemog1obina, continuamos con aspectos más importantes

sobre diabetes me11itus como son sus causas, comp1icaciones c1!nicas 

y técnicas que existen p~ e1 diagnóstico y control de e11a.Poste -

riormente se hab1ará de hemog1obina g1icosi1ada (HbA:i_c)' se describ,! 

rá una breve historia, estructura y mecanismo de bios!ntesis de la -

misma. 

En e1 cap!tu1o segundo se proponen 1os objetivos que se plantean 

en esta revisión bib1iografica. 

En e1 cepítu1o tercero se hace una descripción de 1as metodo1o-

g!as fotométricas, cromatográficas y e1ectroforéticas,así como su 

fundamento químico, sus resultados de cada una de e11as. 

En e1 capítu1o cuarto se evaiúan los métodos destacandose las 

ventajas y desventajas que estos presentan en e1 desarrollo de 1a ID.!!, 

todo1og!a indicada por 1os diferentes autores. 

En e1 capítulo quinto se ana1izan principa1mente cada una de 1as 

vent~jas y desventajas existentes en 1os métodos proponiendose al.gu

nas soluciones a 1as desventajas, así mismo se propone cua1 es e1 m,! 

todo e1egido para cuantificar hemog1obina g1icosi1ada como un examen 

c1Ínico de rutina y se mejore e1 control terapeútico de pacientes 

con diabetes me11itus. 

En e1 capítulo sexto se indican 1as conclusiones a 1as que cond:!! 

jo esta revisión y anáiisis bib1iográfico. 
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La bibliografía se presenta en orden alfabético por autor. 

Y es el resultado de la consulta de; 

MEDLARS ON LINE ( INDEX MEDICUS ) 1960-1986. 
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GENERALIDADES. 

A.- Definici6n de hemoglobina. 

Es una proteína conjugada que sirve de vehículo para el transpo~ 

te de óxigeno y co2 • (64). 

B.- Estructura y funci6n de la hemoglobina. 

Estructuralmente la hemoglobina consta de 4 cadenas de polipépt~ 

dos dos cadenas alfa de 141 aminoácidos y dos cadenas beta de 146 a

minoácidos que forman la globina y cuatro grup~s Hem que ee unen ca

da uno a las cadenas polipéptidicas formando así ia hemoglobina.(15, 

16). 

La síntesis del Hem se produce en la mayor parte de las cé1ulas

corpora1es, e~epto en eritrocitos maduros,pero sobre todo en los pr~ 

cursores eritroides.La succinilcoenzima A se condensa con la glicina 

para formar un compuesto intermedio el ácido alfa-runino-betacetoadí

pico, que es descarboxilado para dar el ácido delta-aminolevulínico -

(ALA), esta condensaci6n requiere de fosfato de piridoxal.Dos moléc:!:!: 

las de ALA se condensan para formar el monopirrol,porfobilin6geno C.!!; 

tali~ado por la enzima ALA-deshidrasa.La protoporfirina se encuentra 

en los eritrocitos maduros ,el hierro se inserta en la molécula de 

protoporfirina mediante la enzima mitocondrial ferraquelatasa para 

formar la molécula de Hem completa. 

La síntesis de la globina se produce en e1 citopJ..a.swa de loo cr,i 

troblastos y de los reticulocitos, segÚn el mecanismo de la síntesis 

proteica, las cadenas de po1ipéptidos se originan en los ribosomas -

situados en el citoplasma de células jovenes de l.s. serie eritroide. 

Las pequefia.s mo1écul.s.s específicas de RNA soluble ee unen a cada 

ami.noácido y determinan el 1us i.r de este aminoácido de acuerdo con -

el c6digo del RNAmensajero.El. crecimiento progresivo de la cadena de 

polipéptidos empieza en el grupo amino 1'ina1, este proceso de sínte

sis proteíca sucede en los ribosomas que están agregados como polis~ 

mas. 

Se requieren por lo menos cuatro pares de genes estructurales -

para cada una de las cuatro cadenas polipéptidicas normales, los ge
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nes estructurales de la cadena alfa ocupan un locus an un par de au

tosomas y los genes estructura1es de las cadenas beta,gamma y de1ta

ocupan un locus muy cercano unos a otros en un segundo par de autos.2. 

mas, una mu.taci6n de punto en uno de estos genes lleva a cabo una 

producci6n de una hemoglobina anormal.(2,8,9,10). 

Las cuatro cadenas de la globina son dos pares idéntico., de cad~ 

nas de aminoácidos, dos cadenas alfa y dos cadenas beta conteniendo

un total de 576 aminoácidos formando así una molécula tetramérica C.2, 

me se observa en la figura número l. 

e{ .:cadena. a1fa 

~_Cadena beta 

_._Hem 

Figura No.l Diagrama esquemático de la mo1écu1a de hemoglobina. 

En el momento actual se han descrito aproximadamente 250 hemo

globinas distintas, la gran mayoría de éstas as han caractrizado por 
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una sola sustituci6n de un am!l.noácido en una de 1as cadenas del poli 

péptido e alfa, beta, gamma 6 de1ta ).(40,41). 

En los individuos ·"lCil:!mlicamente normales se encuentran general -

mente tres tipos distintos de hemoglobinas y sons 

Hemoglobina A ó A1 .- Es la más importante de las hemoglobinas -

del adu1to normal, la parte globÍnica de la molécúl.a ea de dos tipos 

dos cadenas alfa iguales con 141 aminoácidos y dos cadenas beta con-

147 aminoácidos cada una. 

Cada cadena est1 unida a un grupo Hem, la molécula es elipsoidal 

y loe cuatro Hem se encuentran en su superficie donde cumplen sus 

funciones de combinarse con el 6xigeno ó dióxido de carbono. 

Hemoglobina A2 .- Esta hemoglobina posee dos cadenas alfa y dos -

cadenas delta, estas ultimas difieren en cuanto su secuencia de ami

noácidos 8 las cadenas beta de la hemoglobina A. 

Hemoglobina Fetal.- Es la hemoglobina principal del feto y del -

recién nacido presenta d''ª ca·'.enas alfa y dos cadena.a gamma, con 146 

aminon.cidos residuales es estas ultimas. 

son: 

Las proporciones de estas hemoglobinas en individuos normales 

Hemoglobina A ó A¡ de 96 a 98 ~. 

Hemoglobina A2 de 1.5 a 3.5 ~. 

Hemoglobina F de 0.2 ~ (2,14,15). 

L8s funciones de la hemoglobina son: 

a).- Transporte del 6xigeno de los pulmones a loe tejidos y del

bióxido de carbono de loe tejidos a loe pulmones. 

o).- Participación en la regu18ción acido-básica eliminando co2 -

en los pulmones y amortiguando los cambios de pH por acción de los -

grupos hLstidinamidazol de la hemoglobins.(8,9,10,64). 

c.- Diabetes mellitus. 

La diabetes mellitus es un transtorno crónico que se caracteri-

za por concentraciones anormalmente altas de glucosa en el plasma .-
que causan la excresión de esta sustancia en la orina y una forma e~ 
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pecífica de microangiopatía, dicha angiopatía implica un aumento del 

espesor de las membranas basales de casi todos los capilares del cue~ 

po.(26,32). 

La diabetes mellitus se divide clfnicamente ens 

a).- Adulta o no insulinodependiente. 

b).- Juvenil o insulinodependiente. 

~a diabetes adulta se presenta frecuentemente a una edad inferior 

a los 40 años,resultando rara la cetosis. 

La diabetes juvenil aparece antes de los 30 años de edad y con 

rápido desarrollo, oca.cionalmente el paciente experimenta periódoa -

de remisión y resulta prominente la cetosis. 

Causas de la diabetes mellitus: 

a).- Deficiencia relativa de insulina. 

b).- Disminución absoluta de la insulina. 

La insulina juega un papel importante en el correcto metabolismo 

de azúcares,grasas, proteínas, agua y electrolitos. 

~a célula necesita glucosa para su metabolismo, al carecer de i!! 

sulina se disminuye la utilización periférica de la glucosa en el 

músculo y tejido adiposo dando como resultado 1a hiperglucemia, que

aumentará la glucogénesis en hígado y músculos por lo que la función 

eluconeogénica se incrementa y aparece glucosuria, diuresis con g1u

cosE<!!'., agua y electrolitos, dando lugar a deshidratación y hemocon

centrt'.ción. 

Compli.caciones. 

a). - Vasculares como la ateroescl.erosis. 

b).- Renales se presenta después de 10 a 15 años del inicio con

albuminuria y deterioro renal. 

c).- Neurológicas como las neuropatías y accidentes vasculares. 

Estas complicaciones se presentan debido a que en el níve1 de 

proteínas existe una disminución de su síntesis; al aumento de la 

gluconeogénesis y a largo plazo las glucoproteínas y mucoproteínas 

se depositan en los grandes y pequeaos vasos traye~do alteraciones 
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en el funcionamiento de la membrana. basal. capilar. 

doe1 

Para la detección de la diabetes mel.1.itue sólo existen dos méto-

a).- Prueba de tol.erancia a 1.a glucosa. 

b).- Determinación de gl.ucosa postprandial.. 

E1 primer método consiste en dar al. paciente una. carga oral. de 

g1ucosa, posteriormente se cuantificará 1a g1ucosa antes y después 

de haberse administrado la carga de glucosa , loa intervalos de tie~ 

po para cuantificar 1a glucosa son 1.os siguientes: 30 min.60min, 90 

min,120min,1.50min y 180 min. 

Dependiendo de las concentraciones obtenidas de glucosas estos 

intervalos de tiempo se determ:Lnará si el paciente es cl.ínicamente 

no:ema1 ó no. 

E1 segundo método consiste en administrarl.e una dieta rica en 

carbohidratos al. paciente, se le cuantifica la cantidad de g1ucosa 

en estado de ayuno y dos horas desPués de haber ingerido 1.a dieta. 

?ara el. control. y manejo de pacientes con diabetes mel.litus exi.!!, 

ten en 1.a actualidad 1.os siguientes métodos: 

a),- Determinación de gl.ucemia. 

b).- DeterminRción de glucosa en orina. 

c);- Determinación de hemogl.obina gl.icosil.ada (HbAi.c). 

Para· l.a cuantificación de g1ucosa en 1.os dos primeros métodos -

para el diagnóstico y control. de diabetes mell.itus existen dos fund,!l_ 

mentas químicos~ 

1.,- Químicos. 

2.- Enzimáticos. 

Los químicos dependen de 1as propiedades reductoras de la ~luco

sa que existe en varias formas, una de el.las es 1a de enediol., que -

es l.a que 1.e da su propiedad fuertemente reductora y que resul.ta fa

vorecida en condiciones al.calinas. 

Los enzimáticos proporcionan_una especificidad máxima para las 

valoraciones de glucosa, esta puede medirse por 1.a reacción de la 
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g1ucosa-oxidasa en 1a que se forma ácido g1ucónico y peróxido de hi

drógeno, 

E1 último método resu1ta de gran uti1idad por eu sensibi1idad y 

estabi1idad para va1orar la eficiencia de la terapía de1 paciente con 

diabetes me11itus.~5,6,11,16,17,26,54,55). 

D.- Hemoglobina g1icosi1ada (HbAic). 

La hemog1obina A tiene cuatro componentes menores , que son HbA1 a 

HbA1a
2

' HbA1b y HbAlc' estos componentes fueron aislados por primera 

vez por Schoroeder y A11en en 1959 por cromatografía sobre resinas -

de intercambio iÓnico (I.R.C. 50 ) las cuales fueron designadas de -

acuerdo a su orden de e1ución y presentan la siguiente concentmi.ción 

HbAla hasta un 1%, HbA1 a
2 

hasta un 1%, HbA1b hasta un 1% y !IbAlc en 

un 3 % ó más en caso de pacientes con diabetes me11itus.(31). 

A estas hemog1obinas se 1es cuantifica colectivamente y se 1es-

11ama " Hemoglobinas' rápidas ó hemog1obinas g1icosi1adas "(51). 

La hemog1obina g1icosi1ada (Hb~c) es uno de los componentes me

nores de 1a hemog1obina A que se encuentra en 1os eritrocitos, está

estructura1mente relacionada con la hemoglobina de personas adu1tas

se forma por un pro~eso de condenzación entre e1 úJ.timo aminoácido -

de 1a cadena beta de 1a hemog1obina A y 1a g1ucosa u otros azúcares 

presentes en el f1ujo sanguíneo. 

E.- Breve historia de la hemoglobina g1icosi1ada (HbA1 c>• 

En la Universidad de Teherán U.S.A. el Dr. A11en en 1967 11eVS!!; 

do a cabo una e1ectroforesis en acetato de ce1u1osa de mu.estras san

guíneas de pacientes que tenían hemog1obinas anormales, observó uno.

banda de e1ectroforesis que parecía ser diferente a las variantes de 

1as hemog1obinas conocidas. 

Comparando este resultado con patronee de e1ectroforesie de hem2 

globinas nc.'"1118.les se vió que esta banda formaba parte de un 10 a 15% 

de la hemog1obina tota1. 

La primera persona seleccionada para e1 estudio fué un paciente

con diabetes me11itus s~vera, primero se consideró una coincidencia
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pero cuando en mismo estudio de electroforesis en acetato de celul.o

aa se efecT.u6 en otras muestras de aa.ngre,de pacientes que padecían-

1a enfermedad se pensó en una re1aci6n directa en.tre ella y esta va

riación que presentaba la hemoglobina A. 

Se realizarón 47 electroforesis en acetato de celulosa de mues 

trae de pacientes con diabetes mellitus y la aparición de la banda 

diferente en el resultado fué reportado hasta 2968, los patrones or.,i 

ginales de eleqtroforesia se muestra en la figura número 2. 

Hb. 

21----4 

p 1~---

A 

9cJli __ _ 

Pigura No. 2. 

Electroforesis de un paciente 

normal. 

Hb. 

2 

F 1 

90 

~ c + 3" 
" J. b 

El.ectroforeaia de un paciente 

con diabetes mellitus. 

En 1962 Hisman y Dosy reportan un incremento de una banda de 1a

hemog1obina en 4 pacientes diabéticoa que habían sido tratados con-

tobutam:t.da y propusieron ,que sla presenc;f.a· de eata banda se debía a

la tolbutamida y posteriormente se hicieron pruebas para comprobar -

esto incubandose eritrocitos con tolbutamida in vj_tro, pero 1a hipó

tesis resultó nula.(18;31). 
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En e1 co1egio " A1bert Einstein" u.s.A. en 1968 E1sa Pau1sien -

quién estaba a cargo de1 contro1 de pacientes diabéticos se abastecio 

de 92 muestras sanguíneas y 1a existencia de1 nuevo componente en la 

hemog1obina fué encontrado. 

Los métodos de purificación para esta hemog1obina fueron hechos

por Schnei y Schoroeder, emp1eando cromatografía de co1umna (15,27.-

33,36,54). 

F.- Estructura y síntesis de 1a hemog1obina g1icosi1ada ( Hb!:i_c) 

La HbAic es uno de 1os componentes menores y más abundantes de -

1os eritrocitos comprendiendo de un 3 a 6 ~ de1 tota1 de 1a hemog1o

bina A.Este componente HbAic se incrementa dos ó más veces en 1oe 

eritrocitos de pacientes diabéticos.(31,33,45). 

La estructura de 1a hemog1obina glicoei1ada (HbAic) ha sido est~ 

blecida y se muestra en la figura número 3, 1a g1ucosa primero se 

condenza con e1 N-termina1 de 1a cadena beta de 1a hemog1obina A, 

formando así 1a base de Schiff en un en1ace 1ábi1 que ea poco diso~ 

cieble. 

Esta base de Schiff (Pre ~c) puede to1erar un arreglo de Amado

r! a la forma m~s estab1e que es 1a cetoamida. 

El mecanismo de biosíntesis de :La hemog1obina g"l.icosilada RbA:J_
0 

se muestra en 1a figura número 4 y consiste en 1a condenzación bimo

lecu1ar de componentes muy abundantes en el eritrocito que son la h,!._ 

mog1obina y 1a g1ucosa, a este fénomeno se ~e denominó " G1icosila

ción " de 1a hemog1obina este proceso ea lento y no enzimático que -

ee 11eva a cabo durante los 120 días de vida de1 eritrocito.(31,34,-

35,42). 
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Figura No. 3. 

CH -ÑH -BA 
1 2 2 

C=O 

H-o-d-H 

H-d-o-H 
1 

H-C-0-H 
1 

CH'2-0-W. 

Estructura de la Hemoglobina Glicosilada (HbA¡c). 

BA= Cadena beta de la hemoglobina A. 

H-C=O H-C=N-BA 
1 1 

H-C-0-H H-C-0-H 
1 1 

H-0-~-H· · -~-·H-0-1-H 
H-C-0-H H-C-0-H 

H-6-o-H H-d-o-H 
1 

CH2-0-H 

GLUCOSA 

Figura No. 4. 

ALDINIMA 

~-ÑH2-B1t 
C=O 
1 

Amedor\H-0-C-H 

H-J-O-H 

H-d-o-H 
1 

CH2-0-H 

CETOAIC:NA. 

--=Le=n:..::t.:º--t HbA¡c 

Mecanismo de reacci6n para la síntesis de HbA¡c• 

Recientes estudios indican que la HbA¡
0 

es un buen indice.dar del ní

vel de glucosa en plasma bajo peri6dos prolongados y refleja el con

trol metab6lico de la diabetes mellitus durante tres meses (3,4). 
Se ha visto que la cantidad de ~e en un monento determinado -
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no es afectada por e1 ejercicio , hora de1 día y a1imentación de ese 

día~ sino que es afectada directamente por 1a concentración de g1uc.2. 

sa presente en sangre y de1 número de eritrocitos.(12,l.3,48). 

Se ha probado que en pacientes diabéticos con dieta carente de -

carbohidratos e1 va1or de Hb~c fl.uctúa entre ( 10.:!; 0.5 ~ ), en cam

bió en pacientes tratados con insul.ina e 12 .:!: 0.3 ~ ), pacientes tr"!!; 

tados con sul.fonilurea y biguanidas ( 11.2 .:!: 0.5 % ) y so1o con sul

fonilurea ( 9.8 .± 0.4 ~ ), por 1o que se concluyó que la cuantifi

cación de hemog1obina g1icosilada ( Hb~c ) puede ser un parámetro 

muy úti1 para evaluar 1a efectividad deltratamiento que se le esta 

aplicando al. paciente con diabetes mellitus.(55,56,60,61). 
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OBJETIVOS. 

I.- Desc~ibir los métodos que existen pare v~1orar hemoglobina 

g1icosi1ada ( HbA:i_c ). 

II.- Evaluar ventajas y desventajas de dichos métodos. 

III.- Pro~oner la metodo1ogÍa más adecuada para ser utilizada en 

la rutina clínica. 

IV.- Destacar su utilidad clínica. 
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METODOS PARA LA CUANTIPICACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA 

A.- Métodos fotométricos. 

1.- Determinación fotoco1orimétrica de glicosi1ación de la -

hemoglobina por la reacción del hidroximetilfurt'uraldhe_! 

do (H.M.F,) y ácido tioba.rbíturico (T.B.A.) de { Chandra,2_ 

hekar v.). 
2.- Un método fotoco1orimétrico pera medir hemoglobina g1ic.2. 

ai1ada.(Parker K. Michae1). 

3.- Nuevo método espectrofotométrico para le determinación -

de (HbA:i_c) de (Walinder Olov). 

B.- Métodos cromatográficos. 

l.- Un simple método para estimar la hemoglobina glicosi1ada 

y su evaluación con apli~ación a pacientes diabéticos.de 

(Jinshen Chou). 

2.- Un método rápido de determinación de hemoglobina. glicos_! 

lada por cromatografía 1piquida de alta presión {H.P.L.C) 

de (Cole Soeldner). 

3.- Cuantificación de Hb~c y Hb~a por un método automático 

de cromatografía líquida de alta presión. de {Gimber 

Koets). 

4.- Mejoramiento en la determinación de HbA.ic por rápida cr,2_ 

mato grafía. de intercambió iónico. de (Rand G. Philip). 

5.- Determinación de hemogl.obina glicosilada. (Hb"J.c) con un,

nuevo procedimiento de columna de(Abraham E.e.}. 

6.- Un método rápido para medir HbAic como rutina de (R.E. -
DaVis). 

7.- Colección de sangre sobre papel filtro para medir hemo

globina glícosilada por afinidad crom&tográfica de (Ran

die R. Little), 

c.- Métodos electroforéticos. 

1.- Determinación cuantitativa de Hb~c por electroforésie

en agar gel de (Menard Lionel). 

2.- Mediciones de hemoglobina glicosilada sobre membranas -
- -14 -



de acetato de ce1u1osa por afinidad e1ectroforética m6vi1 

de ( Jeffrey Amb1er). 

3.-Dosificaci6n de hemog1obina g1icoai1ada (HbA1 c) por punto

isoe1éctrico. de (R. 3choes). 

A.- .ñíétodos fotométricos. 

1.- DETERMINACIO?i FOTOCOLORI?l!ETRICA DE GLICOSILACION DE LA HEI•íO

GLOBINA POR LA REACCION DEL H.M.F. CON T.B.A. de (Chandrash~ 

kar V.). 

Fundamento. 

Se eva1úa 1a g1icoai1aci6n por cuantificaci6n de cetoaminas uni

das a 1a hemog1obina (g1ucosi1-va1ina), sometida a un proceso de ca-

1entamiento con ácido acético 10r.t. a 100º0 ± 5º0, durante 16 horas,

eate tratamiento convierte a 1as hexosas a·5-hidroximeti1furfura1dhe,i 

do (H.Ti!.F.) e1 cua1 es medido a traves de 1a reacci6n con e1 ácido -

2Ttiobarbíturico (T,B.A.). 

La g1icoai1ación de 1a hemog1obina se expresa como micromo1es de 

hidroxirneti1furfura1dheido por gramo de g1obina. 

r.tetodo1ogía. 

2 m1. de sangre comp1eta se 1avan tres veces con so1uci6n sa1ina 

fisio1ógica por centrifus:aci6n. 

~1 paquete de cé1u1as ea recobrado y se 1isa adicionando 12 mi.

de agua desti1ada y 0.5 ml.. de tetrac1ururo de carbono , l,os restos 

ce1u1ares se e1iminan por centrif\igación a 1500CF/min. y e1 hemo1iza

do 1impio se a1macena a(-20°0)por 24 horas, 

En 1os estudios pre1iminares efectuados , 1a presencia en forma

so1ub1e de Fe heno y Fe no hemo en e1 digerido después de 1a precip_:!: 

taci6n de 1as proteínas con T.C.A. produce un co1or café obscuro que 

interviene -·otoco1orimétricamente en 1a reacci6n de H.M.P', y T.B.A., 

poe esta raz6n se usa g1obina 1ibre de Fe, 

Para separar e1 Fe herno y Fe no hemo presentes en 1a hemog1obina 

y obtener g1obina 1ibre por cada mi. de este hemo-µ.zado se agregan -
- 15 -



15 ml.. de acetona ací~ificada ( 2 ml.. de HC1 12 N. en 100 ml.. de a

cetona a ~ 4oºclLe. g1obina precipitada se recuperará por centrifuga

ci6n a 3600G a~ 4oºc)ee 1ava una vez con 1a acetona acídificada a -

4ºc, para e1iminar indicios de ácido ~n e1 precipitado.Pina1mente se 

1ava con dieti1-eter y se seca con una corriente ds N2 y se a1macena. 

a(- 20°C)por 24 horas. 

Dado que tanto e1 ácido tric1oroacético como e1 ácido acético 

participan en 1a preparación de este tipo de materia1 de estudio, se 

diseño un experimento en donde se inc1uía e1 tiempo y 1a temperatura 

de ca1entamiento en presencia de diversas concentraciones de ácidos

para ver su efecto.en e1 desarro11o y estabi1idad de co1or de1 com -

p1ejo reeu1tante de 1a reacción de H.M.P. y T.B.A. 

Para este fin 1os autores ana1izaron 75 mg. de g1obina obtenidos 

de pacientes diabéticos y contro1es norma1es respectivamente, digeri 

dos con ácido acético 10 M. por e1 procedimiento de conversi6n de h.!!, 

mog1obina g1icosi1ada a H.M.~. descrito, midiendo e1 contenido de H. 

M.P. con 1a reacción de T.B.A. 

Mezc1a de reacción.- Se adcionan 2 ml.. de ácido tric1oroacético

a1 20 ~ a L ml.. de precipitado de g1obina 6 esti;mdar dieue1tos en 

agua 6 en ác~do acético, se mezc1a por agitación dejandose reposar y 

a 1os 5 minutos se 1e adicionan ~ ml.. de T.B.A. se mezc1& y centrifR 

ga a 1400G/10min. e1 sobrenadante se incuba por 50 min. a 40°c. 

Se mide su absorbancia a 443 nm. 
~esu1tados. 

De acuerdo con 1os resu1tados a 40°c z_ 2 e1 desarro11o de co1or

fué i..áximo a 1os 50 min. en presencia de 1 a 2 mo1es de ácido acéti

co y fué estab1e dos horas, _en cambio hubo diaminución y pérdida de-

1a estabi1izaci6n de co1or y temperaturas~de 60 a 75 ºe en presencia 

de 2 mo1es por 1itro de ácido acético, con date resu1tado e11os est!!_ 

b1ecen e1 uso de temperatura de 40°c ± 2 durante 50 minu~os y hasta

una concentración de 2 mo1es por 1itro de ácido acético. 

Determinaciones repetidas de1 índice de hidroximeti1furfira1dhe~ 
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do de g1obina obtenido dé 1a mezc1a de hemog1obina reunidos de pacie!! 

tes diabéticos y 1os contro1es mostraron una favorable reincidencia

en los resu.l.tados. 

( Indice de H.M.P.=wno1es (micromo1es) de H.M.F./g. de proteína 

g1obínica) 

Un coeficiente de variaci6n de 3.4 % para un índice de H.M.F. de 

3.5 y un coeficiente de variaci6n de 5.1% para un H.1.t.P• de 2.2. 

Cuando los autores estudiaron la g1icosi1aci6n de la hemoglobina 

A en 25 sujetos· controles y 133 pacientes diabéticos encontraron los 

siguientes resu1tados. 

25 controles 

Indice de H.M.F. 

Mediana 

Desviación Estandar 

Promedio de glucosa 

en sangre en 3 determ,! 

naciones previas en un 

lapso de 4 meses. 

1.67 

0.23 

133 pacientes diabéticos. 

1.54 a 5.95 

2.93 

0.95 

0.90 a 4.80 g/1. 

Mediana = 2.39 
D.E. 0.88 

Cuando 1~ concentración de hemoglobina fuá ajustada toUlai'ido como 

base molecular 32,000 para el dímero a1fa y beta de la hemoglobina, 

el rango del índice de H.M.F. para pacientes diabéticos es ( 1.54 a 

5.95 ) que corresponden a·la presencia de 50-190 nmo1es de g11ilcosa/ 

mol a1faTbeta dímero de hemoglobina en pacientes dinbáticos ( 12 ). 

?.- UN METODO FOTOCOLORIMETRICO PARA MEDIR HE!lroGLOBINA GLICOSIL! 
DA .de ( Parker K. Michae1 ). 

ll'und amento. 

La mitad de las hexosas de la hemog1obj~a glicosi1ad.a son conve~ 

tidas a 5-hidroximeti1furfura1dheido ( H.M.P. que reacciona con el 

ácido 2Ttiobarbítu.rico y el color resultante se mide en un fotocolo

rímetro a 443 nni. 
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J:retodol.ogía. 

Las muestras de sangre obtenidas en tubos con E.D.T.A. se centr~ 

fugan para quitar el. plasma y se l.ava el. paquete cel.ul.ar por centri

fugaci6n a 20°0 con 5 vol.umenes de so1uci6n salina, se repite este -

proceso dos veces más. 

Se l.isa el. paquete de c~l.ul.as con dos vol.umenes de agua : un vo

lumen de tetracl.oruro de carbono, se mezcla y refrigera toda l.a noche 

a 4ºc se rescata el. sobrenadar.te y se guarda a(- 70°0). 

De l.a muestra almacenada se prepsra una dil.uci6n adecuada ajus

tando a una concentraci6n de hemoglobina de l.Og/1. A l. m1. de l.a mue~ 

tra con l.Og/1. de hemoglobina se adiciona 1 ml.. de ácido oxálico 0.5M 

se corre un estandar con fructosa de 1 umo1/1. y se so~ete a un ca -

l.entamiento a una temperatura de 124°0 en el. autocl.a.ve durante 60 !aj,_ 

nutos. 

A temperatura ambiente se mezcl.a el. contenido del. tubo por invel: 

si6n y se adiciona a cada uno 1 ml.. de ácido tricl.or"acético al. 40%, 

se mezcla y pasa a una columna de intercambio i6nico. 

A 1.5 mi. d~ cl.uído se agrega 0.5 ml.. de ácido tiobarbíturico 

0.51'1! se calientan 1os tubos en baño maria a 4oºc por 30 minutos y se 

mide su absorbancia a 443 run. para cada muestra se prepara un blanco 

adecuado. 

Resultados. 

Para l.as muestras de personas normal.ea 1a absorbencia neta es de 

84 ~ en 60 minutos mientras que en l.os pacientes diabéticos esta ab

sorbancia se present6 a l.os 120 minutos. 

El. porcentaje promedio de hemoglobina gl.icosil.ada en personas es 

de 18.30 ~ con una desviaci6n estafülar de 0.30 y su coeficiente de 

variaci6n es de 1..65. 

Para personas con diabetes mel.l.itus su val.or medio es 27.32 % su 

desviaci6n estandar es de 0.39 con un coeficiente de variaci6n de 

1..44 ( 43 ). 
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3 .- NUEVO ll!ETODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE 

HbAl.c COir.PARADO CON EL DE MICROCOLUil!NA. de ( V/al.ind.er Ol.ov ) • 

P'undamento. 

Este ensayo espectrofotométrico esta basado en el. hecho de que -

l.os compuestos orgánicos fosforil.ados tal.ea como el. 2-3 difosfogl.ic~ 

rato ( 2,3 D.P.G. ) y el. inositol. fosfato ( ácido fítico) unido al. -

grupo aminotermina.1 del. aminoácido de l.as dos cade~as beta de l.a he

moglobina A, causa un cambio,conformacional. del.a molécula de hemo 

gl.ibina este proceso puede ser medido espectrofotometricamente. El. 

prerrequisito para los cambios está en los residuos permisibles del.

N-terminal., por consiguiente el. espeetro de l.a hemogXobina gl.icosil.~ 

da no es cambiado por los compuestos orgánicos fosforil.ados, por el.

efecto bloqueante de la glucosa. 

El cambio inducido en l.a absorbancia por el. ácico fítico es así

inversamente proporcional. al % de la hemoglobina g_l.icosil.ada. 

Metodología. 

-Una alícuota de cada muestra sanguínea con E.D.T.A. 6 estendar -

se col.oca en l.as copas de un Analizador Automático Bic~omático, l.Oul. 

de cada muestra se distribuyen autQmaticamente con 50 ul.. de reacti

vo hemol.izante, dentro de l.a cubeta apropiada y l.a diferencia en l.a

absorbancia de 560 a 663 mn. es notabl.9 50 ul.. de ácido fítico es 

distribuido en cada cubeta y l.a diferencia de abaorhancia es anotada. 

Resul.tados. 

Los val.ores medios para l.as personas sanas de hemogl.obina gl.ico

eil.ada es de 7.7 % con una deeviaci6n eatandar de l..3 ~y para l.ae -

personas con diabetes mel.l.itus su val.ar medio ea de l.l. ~ con una de~ 

viaci6n estandar de 2.2 ~. (61 ). 
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B.- Métodos cromatográficos. 

1.- UN Sir.lPLE METODO PARA ESTIMAR LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA Y -

su EVALUACION CON APLICACION A PACIENTES DIABETICOS. de ( Jin 

nen Chou ). 

_F.J.ndamento. 

Se describe un método de crol!lE\tografía lí~uida de alta presi6n 

H.P.L.C. ) la cual permite el aislamiento de HbAlc en 27 minutos 

usando sólo 12 ug. de hemoglobina ( 100 ul. de sangre debido a inte~ 

cambió iónico ) • 

1::etodo1oF;Ía. 

Las muestras de sangre con E.D.T.A. se lavan por centrifugación

dos veces con solución salina fisiológica para eliminar el plasma y

se hemolizan las células con un regulador de fosfatos pH=6.7 ( un v2 

lumen de células por seis volumenes de regulador y se centrifugan j. 

L-a concentración final de la hemoglobina en el sobrenadante pue

de ser de 30 a 50 g/l. 

Se pasa una alícuota de 0.5 ml. del sobrenadante a una columna -

de in~ercembió iónico, se r6cupcra&.~ 1az fr~cciones diez cada una de-

10 ml. de eluído y se mide la absorbencia de cada fracci6n a 540 Illl1T 

fracci6n fija ). 

La determinaci6n de la hemoglobina total, otra alícuota de 0.5ml. 

del aobrenadante se vierte en un recipiente volumétrico, se diluye -

el volumen con un regulador de fosfatos'de pH=6.7. 

A un volureen final de 5 se mide su absorbencia a 540 nm. en un

espectrofotométro Beckman 11;odelo 25. 

Cálculos del porcentaje de hemoglobina glicosilada. 

%HbA Absorbancia de la fracción fija x 100 
~c = Absorbancia de la. hemoglobina total. 

Resultados. 

Se hizo un análisis de regresión sobre los datos obtenidos entre 

la hemoglobina glicosilada y la concentración de glucosa en plasma -
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como se aprecia en la gráfica número 1. 

5 

4 

3 .. .. .· ........ . 
2 

.. .. .. . .. 
. 

1 . ... 
g/1. 

Gráfica Ko. 1. 1 2 3 4 5 

" Correlación entre la concentración de glucosa en plasma y el 

~ de hemoglobina glicosilada ( Hb~c ) :• 

El valor medio del porcentaje de Hb~c en 52 personas normal.es -

ea de 6.6± 0.31. 

El valor medio para las personas con diabetes mellitus es de 

l0.83 .:t 0.34 ( 35 ). 

2 .- UN METODO RAPIDO DE DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA 

POR CROI/lATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION ( H.P.L.c. ) de 

( Cole Soeldner ). 

Bundamento. 

Se utiliza resina de intercambio iónico ( Bio-Rex 70 ) para la -

cuantificación de hemoglobina g1icosi1ada. 

Metodología. 

Una columna de 9 mm.x 5.8 cm. de resina ( Bio-Rex 70 ) se le in

yectan 10 ui. de muestra hemolizada a traves de un inyector, la mue~ 

tra se filtra a traves de un filtro matriz posteriormente se pasa a

nuestra columna y se le agrega un regulador de fosfatos y el desarr2 

llador No. 6 que contiene fosfatos y cianuro de potasio con un pH=6.7 

este regulador se le agrega por 13 minutos para estabilizar el sists. 

ma y sus componentes. 

Para un control cuantitativo se corre un estandar de concentra
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ci6n conocida de HbA1 c en un cromatograma para confirmar su concen -

traci6n. 

A 1a co1umna se 1e conecta una pi1a e1éctrica dentro de 1a cua1 

f1uirán 20 u1. de muestra, con un detector y agitador co1ocado en una 

caja mezc1adora para e1uir 1as corrientes de aire, 1os componentes -

menores de 1a hemog1obina A son 1eídos a 405 bm. en un espectrofot~ 

métro que tiene una esca1a seneib1e a o.oi u.ni~ades de densidad ópti 

ca de Hb~c· 
En e1 esquema se i1ustra esta.metodo1ogÍa. 

Desarro11s. or 

a1vu1a 

Aire Va1vul.a Aire 
'----:--?---t....:.:.:~:...J 
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ll!icrométodo.- Para 1a determinación de 1os nivel.es de Hb~c en -

pequeñas cantidades de sangre, se co1ectan l.00 u1. de sangre comp1e

ta y se co1ocsn en tubos heparinizados, se centrifugan para 1a dete~ 

minación de1 hematocri to, se cierra e1 fi.nal. de1 capi1ar cortando y

usando una. micropípeta, aproximad.amente 30 u1. de1 paquete ce1u1ar -

son expe1idos dentro de un tubo c6nico de una centrífuga. 

100 ui. de agua destil.ada y 100 u1. de to1ueno se adicionan a 1as 

cé1u1as y se mezc1an vigorozamente, 1a so1ución final. se centrifuga-

8 minutos a 4ºc. E1 hemo1izado se di1uye con e1 desa.rro11ador No. 6-

de pH=6.7. 

ResU1tados. 

Los resu1tados para ambos métodos sons 

De 36 ensayos en ind.i;viduos normal.ea se obtiene un val.or nedio 

de Hb~c de 4.94 'f..:!:.. 0.12 con un coeficiente de variación de 2.4 y 

una desviación estandar de 1 .:!:... 0.02~ 

E1 val.or medio para l.os diabéticos 57 fué de 6.8 a-20.,, con un -

coeficiente de va.riación de 2.l.9 y una desviación es~andar de 1.;!;_0.14 

a 5 pacientes se 1es administraron 100 g. de g1ucosa y se 1es rea1i

zó una curva de to1erancia a 1a g1ucosa y así mismo de 1ea cuantifí

co l.a cantidad de HbAl.c , notandose en l.os val.ores obtenidos de ~c 

que estos no se modifica.ron en ningun momento. 

Se comparan l.os dos sistemas uti1izados en este método en 1a gr~ 

f~ca mzúm.ero 2. 
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5' HbA:i_c 
20 

en Columna 16 

de 2 .8 cm. 
12 (A) 

8 

4 

Gráfica No. 2. 

% HbA:i_c en. Com=ma 

4 l.2 2:J de 5.8 cm.(•) 

"Rel.a.ción entre el. % de hemogl.obina gl.icosil.ada HbA:i_c util.izando 

~romatografía de alta presión ( H.P.L.C.) y comparando los dos

métodos { macrocolumna y microcol.wnna )." 

3 .- CUANTIFICACION DE HbA:i_c Y HbAia POR EL METODO AUTOMATICO DE 

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION. de ( Gimber Koets ). 

fu.t-idaruento. 

La concentración de hemoglobina gl.icosilad~ ( HbAic y HbAia+b )

refleja la posición integrada del metabolismo de carbohidratos en i.E: 

di••iduos diabéticos durante las 4 ó 6 semanas precedentes.La cuanti

ficación de hemoglobina A10 es sugerida por un grupo de investigado

res no sólo para el. diagnóstico de la diabetes sino también como un

medio ~e estudio del. matabol.ismo de glucosa en diabéticos con l.a idee 

de l.ograr un control metaból.ico efectivo para l.a reducción e incide.a 

cia de secuel.as secundarias asociadas con diabetes mel.litus. 

Metodología. 

Las muestras de sangre con anticoagul.ante E.D.T.A. se almacena a 

4°C hasta 24 horas, l.a muestra hemolizada que da libre de estroma y

se dial.iza de acuerdo al método de Drabkin(30). 

Una muestra de 5 ul. de sangre hemol.izada equivalente a 240 ug. 
de hemoglobina con un rango de l.25 a 280 ug. se inyeeta a la col.urna 
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de 11 cm. empacada con resina cati6nica Bio-Rex 70 de un cromatógra

f9 y se e1uye con 1os regul.adores de fosfatos pH=6.42 respectivos 

con un f1ujo constante de 3 mJ../m~n. 

Por medio de una val.vv.l.a sel.enoide activada y con una secuencia

da tiempo integrado a l.a computadora hace progr0.Illabl.e l.os cambios 

apropiados del. regul.~dor a l.os 4.2 min. y 6.4 min. respectivamente. 

La hemogl.obina Aia+b y l.a HbA1 c se el.u;¡ren secuancia1mente en 6.4 

min. con un regul.ador de fosfatos de pH=6.42. 

Con un detector de l.ongitud de onda variabl.e model.o 970 A, se m! 
den l.as absorbancias de l.os el.uídos a 410 nm. Los tiempos de reten -

ci6n para l.as hemogl.obinas son: 

Hb~a+b de 0.9 mir •• y para HbAl.c 2.3 min. 

El. tiempo que tarda este proceso es de 2:'. minutos a una ·tempera

tura de 22°c. 

Resul.tados. 

Para un tamaño de muestra de 10 personas normal.es el. va1or medio 

de li.>A
1

., fué de 4.91 '!> z.. 0.0778 con un coeficiente de variaci6n de -

l. .10. 

Las hemogl.obinas permanecen establ.es a l.as 24 horas, un retraao

de 48 horas en el. prosesamiento aumenta 1a cantidad de estas hemog1~ 

binas ( 30 ). 

4.- MEJORAMIENTO EN LA DETEIU1INACION DE HbAl.c POR RAPIDA CROMATQ 

GRAP'IA DE INTERCAll'lBIO IONICO de ( Rand G. Phil.ip ) • 

P'u.nda.mento. 

::ie determina :!.a proporsiór. de hemogl.obina g1icosil.ada ( HbAl.c )

util.izando. una resina de amberl.ita de intercambio iónico 1a cual. re

duce el. pH de l.a hemog1obina, e1uyendo con un bui"fer ~ un agente de

fuerza ión~ca uti1izandose un vol.umen de el.uci6n más compl.eta de 1a 

fracción Aic• 

Le. resina de a.mber1ita ( 6-50 ) de l.a forma ácida se l.ava breve

mente Rara quitar 1as partes gruesas y convertirl.as a l.a forma sódi
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ca con hidróxido de sodio concentrado, se enjuaga con agus destilada 

el pH de la resina se ajusta y se lava por decantación varias veces

. con el buffer de pH=6.4 para asegurar el equilibrio por completo el

pHy la fuerza iónica. 

f.!etodoloP:Ía, 

L8s columnas son jeringas de 9.5 cm. de longitud se acomodan di~ 

cos de polietileno para mantener la resina, los ensambles de la co 

lumna se llenan con 7. 5 ml. de una suspensión de 500 ml.. de resina 

equilibrada en pH para formar la cama de la resina e insertar los 

discos de nolieti1eno. 

Las muestras se preparan diluyendo un volumen de sangre con 2.4-

volumenes de solución hemolizante, después de que el buffer de fosf~ 

tos está sobre la resina se deja pasar i mJ.. de hemolizado dentro de 

la colur.ina. 

0.20 ml. de buffer de fosfatos se aplica para enjuagar la hemo -

glóbina que quedo dentro de la columna. Este líquido se desecha, las 

fracciones de la hemoglobina rápida se eluyen con 25 mi. de buffer y 

el eluído se guarda para posteriormente leerse.en el espectrofotomé

tro y la hemoglobina presente se eluye con 5 ml.. de buffer de fosfa

tos., este eluído se diluye 20 veces y las absorbencias de las solu

ciones se leen a 415 nm. y la HbAlc se calcula como un porcentaje 

del total de 1.a hemoglobina elu.ída. 

Este método fué comparado con el equipo comercial de Isolab y H~ 

J..ena. 

Resultados. 

El porcentaje medio de HbAic fué de 8.83 z 0.25 en personas con

d iabetes mellitus y en personas normales fué de 4.01 ( 51 ). 

5.- DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1 c) CON UN NUE

VO PROCEDIMIENTO DE COLUMNA ( MICRO ) de (Abraham E.e.). 

Fundamento. 

Se determina hemoglobina glicosilada por intercambió iónico, 
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MetodoJ.ogía.. 

Se co1ecta.n dos tubos con sangre, uno se uti1iza para. determinar 

hemog1obina. en sangre y e1 otro para determinar e1 porcentaje de HbA:!_c 

e1 hemo1izado se prepara 1izando un vo1umen de cé1uJ.as 1avadas con 

un v;o1umen igua1 de agua desti1ada y una mitad de vo1umen de tetra 

c1oruro de carbono, e1 resto ca1uJ.ar se remueve por centrifugación y 

1a mitad de 1a microco1umna se obtiene de un 1aboratorio comercial.. 

Una suspensión de Bio-Rex 70 di1uída 1:2 con un buffer de fosf~ 

tos se usa para cada co1umna., e1 pH requerido con un buffer de fosf~

tos y de 25 a 30 g. de hemog1obina se dia1iza toda. 1a noche con e1 -

buffer de fosfatos e1 cua1 ha sido di1uído con agua desti1ada. 

EJ. buffer se uti1iza para remover 1oa desperdicios de 1a parte

auperior de 1a co1umna, después 1a muestra dia1izada se a.p1icn a 1a

co1umna permitiendo e1 paso de1 cromatograma con e1 buffer de fosfa

tos e1 f1uído se mantiene de 14 a 15 mi/ min. y se dividen 1aa hemo

g1obina.s menores HbAia+b , HbA1 c son e1uídas de 16 a 20 hora.a, con -

e1 buffer de fosfatos de a1ta mo1aridad 0.15 M. La e1ución permanen

te de 1a hemog1obina requier~ de 8 a 10 horas adiciona1ea, e1 ca1cu-

1o de 1os componentes de 1a hemog1obina. requiere y se basa en 1a ab

sorbencia a 415 nm. en un espectrofotométro Becltma.n. 

Resuitado~ª~~ 
EJ. porcentaje medio de ~c en sujetos norma1es ea de 5.6 con -

una deav:l.aci6n estandar de 0.2 y e1 rango ea de 5.3 a 6.0 "· 

En sujetos diabéticos ei va1or medio es de 10.4 su desviación e~ 

tandar es de 0.4 con un rango de 10 a 13 \C. 
li:Ht· 1a gráfica número 3se tienen 1oa va1ores de1" de ~c obte

nidos por 1os métodos de microco1umnas y macroco1umnas con re1aci6n

a 1a concentraci!Sn de g1ucosa sanguínea.(21). 
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5 

Gráfica No. 3, 

macrocol.umna 
(•) 

"Rel.aci6n de HbA
10 

por macrocol.umna y microcol.umna.,!! 

5.- UN METODO RAPIDO PARA MEDIR HEMOGLOBINA GLICOSILADA COl\10 RU

TINA • de ( R.E. Davis ). 

Fundamento, 

Se describe un método utilizando resina de intercambio i6nico, 

Metodología. 

100 g. de Eio-Rex 70 de mal.la 200-400 se l.e adiciona un buffer -

de fosfatos de pH=6.7-6.8. La sangre con anticoagul.ante E.D-~T.A. se

centrifuga y a 0.5 ml.. del. paquete cel.ul.a.r se transfiere a otro tubo 

al. cual. se l.e agrega: de 4 a 5 ml., de hemol.izante ( saponína y cie.nu.

ro de sodio ), a 2 ml.. de hemol.izado se deja pasar a traves de l.a C,!l 

1.umna que contiene l.a resina. 

El. buffer de fosfatos se· adciona a l.a reserva del. el.uente aprox! 

madamente 15 ml.. y l.os tubos son centrifugados a 1500-2000 G/mín. el. 

el.uado ( fracci6n de hemoglobina gl.icosil.ada ) se recolecta su volu

men y se anota. Para 1a determinaci6n de l.a concentración de . l.a co!! 

centración de l.a hemoglobina total. 0.02 m1. del. hemolizado origúla.1-

se diluye con el. buffer de fosfatos pH=6.7. 

Le._denaidad óptica ea leída a 414 nm. y e1 porcentaje de hemog12 

bina ea cal.cul.ado tomando en cuenta l.as siguientes di1ucionea. 
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~ de HbA1 c = D.o. Vo1umen de1 e1uado x 100 

0.02 x n.o. Hb. Totai x 500 

Remtl.tados. 

El. val.or medio de HbA1 c pera personas normal.es es de 4.5 % y pa

ra persones con diabetes mel.¿itus es de 11..38 % ( 53 ). 

7.- COLECCION DE ::lhliGRE SOBRE PAPEL FILTRO PARA MEDIR HEMOGLOBI

NA GLICOSILADA POR AFINIDAD CROlrtllTOGRAFICA. de (Randie R. -

Litt1e ). 

Fundamento. 

Se presenta un sistem:;, en e1 cua1 se recolecta sangre sobre un 

pape1 filtro impregnado de g~ucosa oxidasa, el cua1 posteriormente 

se 1e procesa una cromatografía de intercambio i6nico. 

Metodología. 

Se col.ecta sengre en ~ubos vacutaimer con E.D.T.A. y sangre cap~ 

1er 1a cua1 se coloca en un pape1 fi1tro, este pape1 esta impregnado 

de glucosa oxid~sa, los pape1es son secados a temperatura embiente, 

una a1ícuota es a1macenada de sangre venosa a (-70°c) y otra fué de,

jada para e1 hemolizado ñe los eritrocitos. 

La preparación de1 hemo1izado fué para el anál..isis de Hb~c por

H.P.L.C. directamente en 1a columna. 

Para el. control de ca1idad para nuestro ensayo de ~,í'inidad. crome 

tográfica fué hecho por duplicado. 

Resul.tados. 

El va1or medio pera 28 racient~s norm~les de HbAic fué de 7.21% 

y el. va1or medio para pacientes diabéticos fué de 11.57 ~. para san

gre venosa y sangre capi1ar. 

Existe una buena correlaci6n entre ~os dos métodos para la obtea 

ci6n de muestras proceo&dns en este sistema H.P.L.C. como se muestra 

en 1a gráfica número 4. 
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Gráfica No. 4. 

~ Hb~c papel filtro 
'-~...-~~-=1,.,...._..,1~2""'"""....,,.I~4-=l~_..,l,;,-~-Sahgre Venosa (•) 

"correlación entre el~ de hemoglobina ~c cuantificada por el -

sistema de H.P.L.C. procesandose las muestras por diferentes m~ 

todos de obtención sobre papel filtro con glucosa oxidasa." 

(Sangre capilar y sangre venosa). 

c.- Métodos electroforéticos. 

1.- DETERMINACION CUANTITATIVA DE Hb~c POR ELECTROFORESIS 

EN GEL DE AGAR • de ( Menar Lione1 ). 

Fundamento. 

Se describe un procedimiento por densitometría después de la ele.!l_ 

troforesis en eel de ~gar de 1 u1. de hemolizado al cual se le aplica 

60V/40 min. para determinar la hemoglobina glicosilada. 

Metodología. 

Preparar un buffer 0.1 M. de citrato pH= 6.3 en cual se utiliza 

como cambiador. 

Para la electroforesis se prepara una mezcla de 20 g. de agar y 

1.40 g. de sorbitol, citrato de so~io 32 mó1, ácido cítrico 25 nmol

y se a.justa el pH a 6.3. 

Se calienta 1a mez.cla para que se disuelva completamente, se en-
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fría antes de que e1 ge1 se mo1de en una capa de po1iester f1exib1e. 

Reactivo hemo1izante.- Mezc1e 100 g. de saponina. con 100 ml.. de

agua deionizada, se co1ecta 1a sangre con E.D.T.A. y se prepara e1 -

hemo1izado p~ra 1a e1ectroforeis dentro de 1as 48 horas de su co1ec

ci6n mezc1ando1o en Vortex, una parte de sangre comp1eta con tres 

partes de reactivo hemo1izante y se aJ.macena a (-4°C). 

Se co1oca 1 u1. de1 hemo1izado dentro de 1os pozos de ge1 agar,

ae adcionan 95 ml.. de buffer par' hemog1obina g1icosi1ada para cada

e1ectrodo, en e1 intercambiad.ar insertar dentro de1 agar e1 cassete

receptor de 1a tapa de 1a ce1da para 1a e1ectroforesis. 

Ap1icar 60 v. por 40 minutos, se co1oca e1 ge1 a 53ºc por 20 mi

nutos en e1 horno, enjuagar e1 revés de1 ge1 y determinar 1a porci6n 

de hemog1obina g1icosi1ada, examinar por densitometría a 420 nm. con 

un densitometro Mode1o 720. 

Resu1tados. 

Los va1ores p9.ra e1 rango de ~c son de 5,6 a 7.5 "con una m!!_ 

día.de 6 "y una desviaci6n estandar de 0.5" en personas norma1es -

Coa una concentraci6n de glucosa de 92.5 a 94.4 mg/100m1. 

E1 va1or medio para 1os pacientes diabéticos fu6 de 13.8 " con -

una desviaci6n estandar de 0.5 " y su va1or de g1ucosa en sangre fué 

de más de 200 mg/100 ml.. 

Este método ru& comparado con e1 de cromatografía 1Íquida de ai

ta presi6n ( H.P.L.C.) y existe una buena corre1aci6n entre 1os dos

métodos, como. se muestra en 1a g:fáfica número 5. ( 39 ). 
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Gráfica No. 5. 

"~ de Hb~c por electroforesis en gel agar y por cromatografía -

líquida de e1tn presión." 

2.- ~"EDICIONES DE H:~MOGLOBINA GLICOSILADA SOBRE MEJ\lBRANAS DE -

ACETATO DE CELULOSA POR Al"INIDAD ELECTROFORETICA MOVIL. de 

e Jeffrey Amb1er ). 

Fundamento. 

En este método para separar la hemoglobina g1icosi1a.da en sangre 

sobre membranas de ace·tato de cc1u1oea., se aplica la afinidad. de 1a

masa molecular menor del sulfato de dextran de la fracción no g1ico

si1ada, después ias bandas son ac1areadas y coloreadas cuantificfll1d.2, 

se ias dos fracciones por densitometría. 

Jltetodo1ogía. 

La sangre se colecta en tubos con E.D.T.A. como anticoagu1ante

se e.dicionan 100 u1. de sengre completa a 5 m1. de cloruro de sodio

a1 0.85 i en un tubo se centrífuga suavemente y centrifugando el 

f1uído del sobrenadante se aspira completamente, 350 u1. de la solu

ción hemo1izante de snpon:i.na se le adiciona. 

Para la electroforesis las membranas se equilibran con un buf'fer 
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de afinidad electroforética de pH=6.4 por 10 minutos en las camáras 

electroforéticas separadoras Anm Arbar N.T. 48106 llenas de ~uifer. 

El aplicador se carga con 7 u1. de muestra usando pipetor canual 

las membranP.S ya manchadas se colocan en la cámara y J.as n:nJ!~stras se 

aplican para que después sean absot"Vidas lentamente, 

Después de l~ electroforesis de 150 V por 40 minutos las bandas

fueron puestas rapidamente en coloración por J.O minutos, el exceso -

de col.ora~te se quita con una agitación constante con J.avadas de 50-

ml./l de ácido acético por 5 minutos. 

Las membranas son aclareadas por 2 minutos y se transfieren a un 

plato de vidrio y se exponen a 80-90°c por más de diez minutos hasta 

que queden transparentes. 

Las separaciones del anodo son examinadas con un densítometro 

A.C.D. J.8 a une. longitud de onda de 520 nm. 

Resultados. 

El codficiente de variación para pacientes normal.es es de e.49 -

con un valor medio de 7.5 ~y para paciantco dieoéticos su coeficien 

te de variació es de 0.38 ~ con un valor medio de 15 %. 
Se comparó este sistema con el. de electroforesis en agar gel y -

se observó que existe una buena correlación dentro de los dos siste-

mas, como se indica en la gr"fica número 6.( 34 ) . 
20 

~ 

f. HbAic en 16 V V' . 
Gel. Agar(~) ·"' ~. 

~ 

l.2 P' • '::". . .. ,, 
•v 

8 
.... . ,. 

• 

"' 
HbA~ por Acetato 

Gráfica No. 6~ .12 6 o de gl.ulosa ( •) 

"Cuantificación de HbAic por electroforesis en gel. agar y por af! 

nidad el.ectroforética móvil en acetato de cél.ul.osa: 
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3.- DOSIFICACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA:i_c) POR PUNTO 

ISOELECTRICO de (R. Schoes
0

). 

Fundamento. 

Se propone este método de dosificación como una rutinA usando 

u.na delgada capa de gel, se determina el punto isoeléctrico, ya que

la hemoglobina migra con el alto voltaje en el gel de policrilamida

a traves de un gradiente de pH. 

Metodolop;ía. 

Una soluci6n al l % de ácido ascórbico buffereada a pH=6.9 y un

buffer de fosfatos O.l M. se añaden a un hemolizado de eritrocitos a 

razón de l ul. a 5 ul. de mezcla se coloca dentro de un papel filtro 

de 2.5 lt 5 mm. 

El gel de policrilamida consta de 10 ml.. de glicerol al 87 ~. a-

0.75 ml. de un anfolito de pH=6.8; 0.4 ml.. de una solución de ribo 

flavina al 0.04 ~. La solución se polimeriza y se pasa bajo la luz 

de neón l.a disemineción del. gel es de 250 x 115 x l mm. 

El gel modoficado de pol.icrile.mida y un equipo mul.tiporo L.K.B.

J?ara punto isoel.éctrico. 

Les pozos de cristal son de 83 x 115 lt l mm. colocados de lado a 

lado, se les añade un gel dentro del. equipo original y el grasor del 

gel se reduce a l mm. cortando en tres partes igual.es hace posible -

la determinación densitométrica, después de la migración pueden mi

grar 27 muestras a la vez. 

La migración y la l.ocalización de la. hemoglobina se hace bajo un 

máximo de 20 Watts con una velocidad máxima de 30 V ..un, al principio 

los pozos del gel de pol.icrilamida se mantienen a lOºc con agua co -

rriente y el tiempo de vinealización es de 90 a 120 minutos. 

Des-pués de la localización de la hemoglobina se he.ce una procip.!, 

tación de proteínas con una solución de ácido tricl.oroacético y ~ci

do sul.fosal{cilico al 5 ~. el color de la hemoglobina hace un teñido 

superfluo. 

Los pozos son l.eídos con un densítometro modelo Beckman ll.2 a 
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660 run. 

Resul.tados. 

Los nível.es de HbA:J.c en personas normal.es varían entre 3 y 7 1' -
con una media de 4.66 " y una desviaci6n estandar de l..05, l.os nive

l.es para pacientes diabéticos son de 8 a l.5 " con una desviación es

tandar de ~.8 ( 57 ). 
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EVA.LUAC:tON DE LOS METODOS. 

A.- Fotométricos. 

a).- Ventajas. 

1.- E1 anál.isis estadístico de estps métodos indicen que exi!1_ 

te una buena reproducibi1ida.d en estos. 

2.- Se procesan varias muestras a1 mismo tiempo. 

b}.- Desventajas. 

1.- Uns. al.ta concentración del. i1cido util.izado para el. proc.2. 

samiento de 1.a muestra y tempera.turas e1evadae en 1.a. reacci6n 

:i.nterfieren en ésta disminuyendo 1a intensidad de co1or y a 

su vez 1a cocentración de hemogl.obina gl.icosil.ada. 

2.- Un al.macenamiento de1 hemol.izado por má.s de 48 horas 

aumenta 1a concentración de HbAi.c. 

3.- La hemog1ob:i.na feta1 :i.nterf'iere en J..a cuantificación de

Rb~c ya que por estos métodos no es pos:i.bl.e separa.ria. 

4.- Se requ.:i..ere de más de 60 minutos para real.izar 1a deter

m:i.na.ción de HbAi.c por estos métodos. 

B.- Cromatográficos. 

a).- Venta.je.a. 

i.- Se empl.ea llltlY poca cant-:1.dad de muestra para cuant-:1.f:i.car

~c por estos métodos. 

2.- E1 e.l.macenemie~to de 1os hemo1:i.zados a 4ºc y a 22°c por

más de 24 horas no ai"ectta 1a. concentración de ~c ya que -

1os val.ores encontrados de ésta en hemol.izados a.J.macenados a 

estas temperaturas y en frescos ha s-:1.do exactamente el. mismo. 

3 .• - E1 tiempo que se emp1ea 11a.ra l.a ejecución de estos méto

dos ea menor a 1os 60 minutos. 

b).- Desventajas. 

1.- Para rea1izar cua1quiera de 1os métodos cromatográf'icoe

anteriormente mencionados se requiere de equipo comp1icado. 
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2.- Cuando no se controia el pH indicado en la metodología "". 

se eleva el valo de HbAic· 

3.- Si l.a. temper tura no es controlada le concentraci6n de -

HbAic se íncreme ta. 

c.- Electroforético • 

a).- Ventajas. 

l.- Se emplea p ca muestra para la realízaci6n de la prueba. 

2 .- El análisis esta.dístico presenta una buena correlación 

comnarado con o ros métodos que no sean electroforéticos. 

3.- Se pueden p ocesar varias muestras a1 mismo tiempo. 

b).- Desventaja • 

l.- Un cambio d pH en la electroforesis afecta la concentr!!; 

ción de Hb~c q e se obtenga. 

2.- Si se prese tan cambios de temperatura durante el proce

so se verá afee e.da la concentración de ~e· 

3_.- Se empl.ean ás de 60 minutos para la realización de es -

tos métodos. 
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DISCUSION. 

En los métodos fotométricos el material y equi?O empleados para-. 

la cuantificaci6n de hemoglobina glicosilada es de fácil adquisici6n 

para un laboratorio clínico de rutina ya que no hay necesidad de im

portar equipo y reactivos mencionados en los métodos. 

En cuanto a su a.ná1isi·s estadístico presentan una buena corre

lación entre ellos, pero no con los cromatográficos y e1ectroforéti

cos ya que se han procesado muestras de un mismo lote de pacientes -

por estos métodos y existe una diferencia muy grande entre los va1o

res encontrados de HbAlc' generalmente se encuentran valores mucho -

más elevados en los fotométricos que en los demás, porque al realizar 

estos se debe de tener un especial cuidado en que la concentración -

del ácido utilizado sea la correcta y que la temperatura también sea 

la indicada ya que si no se controlan estos dos factores alteran la

concentraci6n de :!la hemoglobina glicosi1ada. 

Otro de las factores 6 causas por las cuales la concentración de 

HbA1 c se altera es el almacenamiento de los hemolizados por un tiem

po mayor a 48 horas ya que el valor encontrado no es el real. por 10 

que se recomienda realizar el método en cuanto se obtenga la muestra 

de sangre. 

Además si los datos proporcionados de Hb~c no son reales el mé

dico no controlará efectivamente al paciente con diabetes mellitus -

y su terapia será insuficiente. 

En 16s métodos fotométricos no es posible eliminar la interferea 

cia de la hemoglobina Fetal dentro del mismo método ya que al cuant! 

ficar la hemoglobina g1icosilada también estamos caBntificsn.do la F~ 

tal por 10 que los resultados obtenidos son de las dos hemogloninaa, 

se podría pensa.r en una so1uci6n a este problema cuantificando por 

otro método a la hemoglobina Fetal como puede ser un método cromato

gráfico, una vez obtenido el valor de la hemoglobina Fetal se le re~ 

taría al valor obtenid·o de la hemogl:obina glicosi1ada obtenido por -
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métodos fotométricos, pero a1 realizar este sistema antes mencionado 

implica más tiempo, equipo, reactivos y presupuesto económico por lo 

que no es conveniente para un laboratorio clínico. 

Por las razones anteriormente señaladas creemos que 1o~ métodos 

fotométricos son inadecuados para un estudio de rutina. 

Loe métodos cromatográficos son mucho más sensibles que los fot~ 

métricos, ?resentan una buena coTre1ación estadística entre e11os y 

los electroforéticos, por lo que los hace reproducibles y confiables. 

Se emplee poca cantidad de muestra y de reactivos por lo que los 

hace un poco más económicos en cuanto ya se tiene e1 equipo completo 

ya que si se va a adquirir por primera vez e1 costo de este es muy -

elevado. 

Entre los factores ~ue pueden interferir para la cuantificación 

de HbAlc son el pH y la tempera~ura, pero son fáciles de controlar 

por 1a- persona que realiza la prueba, además ofrecen la ventaja de 

que los hemo1izados una vez preparados se pueden almacenar e 4ºe y 

y R 22°0 por 7 días : para ~osteriormente trabaja.rae. 

Por este razonamiento se propone que 1a metodología ideal de to

das las croma.tográficas es la prop~esta por R.E. Davis porque es muy 

sensible, tiene buena reproducibilidad , emplea poco tiempo para su 

elabor.-:.c~:n 7 no existen otras i..~terferencias de otras hemoglobinas 

por lo que lo hace aún más confiable para poderse real.izar como un

examen de rutina en un la.borntorio clínico. 

En cuanto a1 equipo empleado es un poco compll:l.cado de consegt.lir 

en México ya que se utiliza resina Bio-Rex 70 y tanto e1 equipo •c.2,._ 

mo la resina son de importación y por el momento es inaccesible el -

empleo de este método y de otros que impliquen e1 uso de Bi~~Rex 70 

aunque 1as ventajas son muchas con respecto a otras. 
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Debido a esta situación creemos que 1os métodos e1ectroforéticos 

que se basan en e1 punto isoe1ectrico de 1a hemog1obina g1icosi1ada 

son una segunda opsión, por su confiabi1idad, sensibi1idad y react_! 

vos que se consiguen fáci1mente por 1o que se pueden uti1izar pa.ra.-

1a cauntificación de hemog1obina g1icosi1ada, otra ventaja que pre

sentan en que se emp1ea llillY poca ce.ntidad de muestra y se procesan

varias muestras a1 mismo tiempo. 

Los factores que pueden afectar en un momento determinado son e1 

pKy 1a temperatura y son contro1ados por 1a persona que efectua 1a 

prueba. 
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CONCLUSIONES. 

1.- De acuerdo a 1a descripción y eva1uación rea1izada en esta 

revisi6n de 1os métodos que existen para cuantificar hemo

g1obina g1icosi1ada ( HbAic ), conc1uimos que 1a metodo1o

gía idea1 es ia.cromatográfica propuesta por R.E. Davis. 

2.- La cuantificación de hemog1obina g1icosi1ada ( HbAic ) en

pacientes con diabetes me11itus es de uti1idad para vaiorar 

1e terapia de estos pacientes, a su vez concentraciones e1.!!. 

vadas de HbAic indican especificidad para diabetes me11itus 

y para e1 seguimiento de 1as anormal.idadea o secue1as de 1a 

enfermedad. 

3.- La. validez de 1a concentración de hemog1ob:ina. g1icosi1ada 

uara 1a detección o seguimiento de un contro1 depende en 

gran parte de1 método uti1izado. 

4.- La cantidad de hemog1obina g1icosi1ada ( HbA.l.c ) refleja -

e1 tiempo promedio de g1icosi1ación. 

5.- Para una buena uti1idad c1Ínica de 1a concentración de HbAic 

se requiere que 1as cantidades determinado.e sean rea1es ya

que es una medida integrada de g1ucemia en paciente~ con 

diabetes me11itus sobre 1os 60 6 90 días precedentes a l.a. -

obtención de ia muestra sangu:(nea. 

6.- La cuantif~cación de HbA1 c puede ser un examen c1ínico de ~ 
rutina ya que puede reemp1azar otras pruebas de 1aboratorio 

c1ínico como son 1as g1ucemias en estado de ayuno y 1a de -

terminación de g1ucosa en orina, ya que se evita 1a presen

cia de1 paci~nte diabético en e1 1aboratorio frecuentemente 

y esta opai6n ofrece para é1 un estado emociona1 menos ea -
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tresado, además de que l.e permite al. médico seguir más rigor.e, 

_zamente su terapia. 
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