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Estudios recientes indican cue les m

nales de analisis de gluccsa en sangre, e

la Diabetes Mellitus, tales come historia
médico y determinaciones de glucosa en orina v
tienen un valor limitade (i-4).

Las células rojas normales conticnen ademis de
Hemoglobina mayor (HbA), algunas fxracclones

las Hemoglobinas Glicatadas (HbAlﬂrl
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! ib’
tas hemoglobinas representan aproximacamente el 97%

el

cesentan -

la HEb Total, mientras que la HbA2 v la HDLF

el 2% y menos del 1% respectivamente (¢-7).
El estudio de las Hemoglobinas Glicatacas se ha in-

crementado recientemente, va guc, S2 detectd gue sud wrg

porciones se clevan en la Diabetss Mellitus, en particu-

lar, la fraccidn hbnlc (4-38). Bste incremento noe esta rce

lacionaco con la edad decl paciente, duracidn de la enfex

medad, tipo cde terapia o presencia de complicacicones ca-
tus

racteristicas de la Diabetes Mellit (5-10).

Poxr ello es gue la de minacidn de hemoglobina GlI

catada {HbG) est& siendo utilizada con mayor frecuencia

para el centrcocl de la PRiabetes Mellit

5. La determinacidn
progoxcivna un

ndice de la concenitracion proitedio & - -

glucosa en sang correspondicnte a2 l12g dos © tres me--

ses precedentes la toma d¢ec muestra, complementando asf
la rutina de control come la prueka

y sangre (1,3,11,12).

glucosa en orina

¢



La propercidn e HbA presente en individuos sanos

1o
es del 3-6% y e 20% o m3s en diabéticos mal controlados
{

1) .



La siguiente tabla resume la actual nomenclatura establie

cida por el National Institute of iiealth, Diabetes Data

Group (1).

HEMOGLORBINA

Hba

HbAO

Hb2a

la2

HbAlbl HbAlb 2

Hb}\lal HbA

HbAlc

DES CRI PO ILOCN

Forma mayoritaria de Hh, totrimge
ro original, no modificado, cons
titufido por dos cadenas el ¥y dos
cadenas /3.

El wmayor componente de Hbh,carac
terizado por sus propiedades o
matogr&ficas y electroferéticas.
Modificaciones tales come la g[l
catacién hace gue exista e
fracecibn, sin embargo, no
afecta significativamente la
propiedades de carga de la pro--
teinz.
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La fraceibn cargada mis negativa
mente de la Hba, modificada pos-
translacionalmente. Se detecta -
por métodos cromatogriéficos y -—-
electroforéticos.

Diversos componentes de Hbﬁl, de
tectados por cromatografia-

Fraccién formada por el enlace -
cetoamina de glucosa con un resi

duo de valina terminal de la ca-
dena 8.



Pre—HbAlc

Hemoglebinas
répidas

Hemoglobina
Glicataca

Porma 18bil ce la Hemoglobina -
Glicatada debido a un enlace al
cimina entre la glucosa y un rE
siduvo de valina de la cadena®.

Fraccidn total de HbAl, que de-
bido a2 su carga més negativa, -
migra répicamente al dnode du--—
rante la electroforesis y que —
eluye primero gue tho por cro-
matografia.

Hemoglobina modificada por el -
enlace de glucosa en la cadena
=y/® en los residuos termina--—
les de valina y los grupos é&ami
no de los residuos terminales -
de lisina.

Término genérico para designar
a2 la hemoglobina que contiene -
glueosa u otros carbohidratos.



Hba

HEMOGLOBINA

1S

HbAlcl

“bAlaz

Hbl\lc.

“bAld.

HEMOGLODRBINAS

SUB-UNIDAD

%HL TOTAL
MODIFICADA
0.2 72
0.2 %
0.5 2
4-6 7%

0.2-0.6 /2

GLICATADAS

RELACION DE
FOSFATOS
POR DIMFRO

NATURALEZA DEL LIGANDO
UNIDO AL N-TERMINAL  DE
LA CADENA (% DE LA Hb.

Hexosa difos fato
Fructosa difosfato
Glucosa-manosa-galactosa

Hexosa monofosfato
Glucosa 6-fosfato
Clucosa-manosa-galactosa

Hexosa no fosforilada
Producto de deaminacidn

de HbA.
Glucosa-manosa-galactosa

i-deoxy-A-D-Fructosil

&-D-Clucopirannssil



1.2 FORMACION DE HEMOGLOBINA GLICATADA

La reaccifn entre glucosa y HbA, es un ejenple de -
glicatacidn no enzimética, la cual es lenta, continua e
irreversible ( 5,7,9,13).

El eritrocito humano es permeable a la glucosa y du

rante sus 120 <dias de vida, en cada unc de ellos, se
ma la HbG o HbAl, a partir de HbA, a una velocidad gue -
depende de las concentraciones de glucosa (2,4,14,15,16%,
por tal.motivo, la determinacién de HbAl, refleja el ni-
vel promedio de glucosa en sangre durante las semanas --—
precedentes a la toma de muestra (1,4,11,17,18).

En la HbG la glucosa se halla atacardo al grupo UH.,
terminal {de un residuo de valina) de una o ambas cade~:
nas /Ade la HbA (1,6,11), sin embargo, la HbA puede ser
glicatada en otros sitios del fimal de la cadena /3, por

ejemplo, residuos de lisina (1,14,17).

La formacidn de HbBG es un procesn en dos etapas, ©on
la formacidn inicial de un intermediarioc, una Base de --
Schiff de glucosa y HbA, este compussto l&bil, llamado -
Pre—Alc se forma cuando la glucosa ataca al grupo BH., - --
terminal de 14 valiina ae La cadend /2 , posteriorments eg
ta aldimina, sufre una reaccisdn molecular irreversible -
para formar iibG (una cetoamina) a través de un Rearraglo
de Amadori (5,6.,13,16,19), o bien se disocia en glucosa
y HbA. la probabilidad de qgue Pre—Alc se disocie

@S sels
veces mayor a gue sufra un Rearregle de Amadori (17} .



H—?=N-R
H-C-0H
HO-C-H .
H-C-0h
H-C-01
H—‘ -0

i,

H

BASE SCHIFF

H-C=0 H-C=N-47
H-- I_OH H-2—0H
HO-C—H HO-C-H
,@,A—NHZ + II—C‘:-OH H—?—OH
H-c-ou H-—(F—Ol{
CH_, 01’ CcH 2OH
GLUCOSA ALDIMINA .

H+

HH
H-C-N~R
C=0
HO-C-H
H-C-OH

Rearreglo de Amadori

BASE DE SCHIFF

~

H-C-OH
H~ I_OH
H

CETOAMINA
(HbAlc)

?Hz—Nﬂwéh
=0
HO-C-H

H-C~OH

H—E—OH

H 2OH

CETOAMIRNA

REARREGLO DE
AMADORT

— '3 -——-—.—.} - —
Hba répido Pre-a; Lento—-——) llb]\lc



ibA v HbhR
Lat I‘D“J.b' ¥ Hb Ly ot

ceso postranslacciconal, gue ocurre, a lo largo de

La produccién de Hba

da de la cé&lula roja, segn lo demostraron Bunn ¥ Fitzgi
bbons (7).

Las HbAlal, HbAlaQ N HbAlb, sSOn unio
metabolitos de az@cares encontradéog =n I

jas humanas. thlal b HbAlaZ son uniones

o
fructosa 1,6 difosfato y con glucosa & fosfa

vamente. Mientras gue la estructura de ”u\1b s descono-
ce, en €ésta la modificacidn es en la cadena 2 paro no ~
sobre el grupo NH2 del aminodcido terminal (5) .

La razdén de gue estas nemeglobinas menore
cuentren s6lo ligeramente aumentadas en pacientes

ticos, se debe a gque las cantidades dn todas

t&n determinadas por la concentracidn de los

m
o
2,
o
7
A
&
fod

azficares en la célula roja v por 1
éstos reaccionan con ia Hb. De tal manera, gue si 1n con
centracidén de glucosa 6 fomfato es do 1/200 gue ée zluco
sa, perco su velcocidad ¢e reaccidn es digz veces m L

=
da gue con la glucosa, =s de esperarse, gue la propo
P

cién de Hb.\la2 / hb“lu sca Ge ]
te con la proporcidn de las distintas Hhs menores de
minadas on una muestra de sangre (5.

El hecho de gque HbA se acumule durante toda la -—

lc’
vida de las células rojas, explica porgue las c&lulas ro
jas j&venes, aisladas peor gradiente de concentracidn, --—

tienen bajas concentracionas de th,c, gue las cé&lulas -

rojas viejas y porgue pacientes con células rojas de cor
ta vida (anemia hemolfitica), tienen mucho menos anlc en
comparacifn con individuos sancos (5,16 .

L]



AZUCARRES DE LA CELULA ROJA HUMANA NORMAL (5).

COMPONENTE CCNCENTRACION REACTIVIDAD
M) con
HEMOGLOBINA
Glucosa 4100 -+
Glucosa 6 Fosfato 28 ++
Glucosa 1,6 bifosfato 150 0
Fructesa 6 Fosfato 10 +4
FPructosa 1,6 Difosfato 5 +4

Ribosa 5 Fosfato 10 +4



L.3 VALORES DRE REFERENCIN

Una amplia variacién se ha rerortado para determinar
los niveles de HbG, debido en su gran mayorfia, a

sencia de cantidades variables de Pre—Alc, sobretod
pacientes diabfticos mal controlados, guienss han px
tado amplias fluctuaciones de glucosa sanguinea, vy por lo
tanto, el nivel de Pre—Alc, puede ser muy variabkle. En -
contraste con el nivel de Hiba, | que es estable ¥ cambia -

[od

lentamente (17).

En pacientes diabfticos mal controlados, puede habar
alrededor del 20% de HbA

17 comparaca ccn el £-8% encontr

do en individuos sanos. Los individucs sanos presentan va
lores de 3~-7% de HbAlC y de 4~8% de HDbG total. En los dia

b&ticos mal controlados la preoporcidn de HbAlF es de 7 a

12% con niveles de HbLSE total de 10-20% (5,11,17).

PQRCENTAJES DE Hb TOTAL (8).

HEMOGLOBINA PORCENTRJE DE Hb
NORMAI, DIABETICO
Ays o.19% g0.02 0.20 ¥ g.03
+
AL, 0.0t 0-40 0.22 ¥ 0.04
+ +
Al 0.48% 0.15 0.67 ¥ 0.30
Ayl 3.30% 0.30 7.50 % 2.00
A 96.00 _ 80 a 90

11



1.4 METODOS DE DETERMINACION DE HbG

Cromatografia de Intercambio I6nico.

Este es el método més extensamente utilizado en los
laboratorios. El principio en el cual se basa este méto-~
do es gue la mayoria éde las especies de HbG, incluyerdo
dbAlc,
en comparacidn con HbAo, por lo tanto, thlc, HbAlb y --
HbAlc,
la HbAO, al usar amortiguadores con distinto pH. De tal

esta&n nmenos cargadas positivamente a pH neutro, -
eluyen primero gque la fraccidn principal de HbA,

manera, gue los porcentajes de ellas en la Hb Total pue-~
den ser determinados por espectofotometria (1,7,17,19).
Algunos métodaos sdlo separan ”bhlv(HbAla+lb+lc) de HbAo
(1,4,5,7,9,19).

No obstante, ser un buen método, el tiempo de croma
tografia es largo para poder ser aplicado rutinariamente
a gran escala (7-15). 2 parte de elloe, la reproductibili
dad técnica depende en gran medida de la fuerza iénica,-

y temperatura (4).

Cromatagrafia ¢e Liguidos a rlta Presidn (HPCL).

En gencral, los méLtodos de cromatografia a alta pre
si6n muestran excelente correlacidén en el andlisis de ——
HbG y permite, una répida separacibn de HbAlc de los ~—-—
otros componentes menores de HbAl {(21) .

12



Comlinmente e usa un sistema ce dos amoriigus

La absorcidén del eluido es conrntrolads contin

u 3
mitiendo cuantificar cacda componente (1,1%,20,21,22).

2,2

Este método puede ser completamente autom

obstante las ventajas, HPCL reguiere neticules

T 0L M
o]

o+ oa
™

cas de laboratcrio para lograr y mantener &ptim
tados, ademds de ser muy costoso el eqguipe gue ¢ T
guiere (1,7,15,23).

Pare los métodos de cromatografia sefalados exis--
ten factores gue afectan los resultados, entre ellos se
encuentran los factores propios del andlisis vy acuellos
gue se relacionan con algunas caracteristicas de la ===

muestra (1).

Los factores de an&lisis incluven temperatura, pii,
fuerza idénica y tamafo de la columna (1,16,17).

En relacién a las caracteristicas de la ruestra -
se encuentran.
Intermediarios lédbiles.

El compuesto 18bil Pre-A sufre una reaccidn mo-

lecular irreversikle para for;zr HEG, o se disocia en
glucosa y HbA. La proporcid6n de este intermediario de-
pende de la concentraciSn de glucecsa, por lo tanto, en
la cromatografia de HrG, puede existir un falso incre-

mento en los resultados de HbAa por le gue debhe eli-

lc’
minarse el intermediario antes del andlisis (1,17).

Anemias Hemoliticas y Embarazce tienden a disminuily
los resultados de HbG (1) .

Hemoglobinoratias.
Diversas variantes de Hb se asocian con el incre-
mente o disminucién de los valores de EbG, dependierndo
13



O

@ las5 caracteristicas de carga de la particula varian-
tc. La HbP eluye con las hemoglobinas r&@pidas incremen-—

tando aparentemente la concentracidn de HbAlC sobre thl

(L,7,16,17,19,23). En el caso de HbC y HbS disminuye -~
falsamente los resultados de la determinacién (1,7,16).

Interferencia de Sustancias.
En presencia de altas concentraciones de triglicéri
dos o kilirribinas aumentan falsamente los resultados de

thl by thlc (1) .

Enlaces o unién de la Eb con otras sustancias que -

no son glucosa.

Varias sustancias aparte de azlcares pueden unirse
a la itb, alterando asf, sus caracteristicas de carga.
Estas unicnes eluyen junto con las Hb menores aumentando
los resultados cdel andlisis. Esto incluye situaciones co
mo adiceién al opio, alcoholismo, tratamientos largos --
con grandes dosis de aspirina, y de manera especial en -
casos de uremia donde los valores de HbG pueden estar --—
aparentemente elevados, no obstante una tolerancia nor--
mal a la glucosa (1,11,16,17,19).

Manejo y almacenamiento de la muestra.
. (<)
En muestras almacenadas por arriba de los 4°C, las

fracciones iba tienden a incrementarse dependiendo -

lat+b
de la temrperatura y el tiempo- HbAlc s6lo se afecta lige
ramente, ce tal modo, gue los métodos gue determinan HbAl
presentan valores aumentados, siI las muestras no se alma

cenan correctamente (1,7).

14



Afinidad Cromatogrdfica.

La afinidad cromatogridfica es un método para separar

grandes moléculas con base en su estructura guimica.

La fase estacionaria, la cual esta empaguetada en --
una columna, es una matriz insoluble, semejante a la celu
losa o agarosa, con un ligando apropiacdo. Cuando la fase
mSvil, conteniendo las sustancias a separar, se pasa atra
vés de la columna, las sustancias Se separan ¢e acuerdo a
las diferentes interacciocnes con el ligando. Para 1la cuan
tificacidén de HbLG la matriz mis emplcada es agarosa y el
ligando &cido m—aminofenil borfnico. De esta manera las -
HbG al contener los grupos cis-diol en la unidn con la -~-—
glucosa, forma anillos complejos con el Scido bordnico —-
(1,43 .

El hemolizado se prepara directamente con sangre to-
tal, o pagquete de eritrocitos, vy se aplica a la ceclumna,-
para lavarla con dos amortiguadores diferentes. El priner
amortiguador eluye la fraccién no glicatada, la cual no -
posee grupos cis-diol y por lo tanto no se une al acido -
borfnico. La otra porcidn rica en HbG se eluye con el se-
gundo amortiguador gue cominmente contiene sorbitol, un -

azlcar—alcohol gue desplaza la HbG de la columna (1} .-

Actualmente existen en el comercic Kits gue contie--—
nen lac celumnas preempaguctadas ¥ los amortiguadorss --—--
apropiados (1,7). Los andlisis, sin embargo, son sensi---
bles a las cargas menores debido a las propiedades del --—
gel tales cono concentracién del ligando y en especial --

presenta gran dependencia a la temperatura.

Tales sistemas scon cares, y por lo tanto, =6lo son -
15



convenientes para laboraterios gue llevan a cako gran ng

mero de determinaciones.

Los an&lisis rresentan pequefios efectos en relacién
al manejo y almacenamiento ¢e la muestra. Las bases de -
Schiff, intermecdiarios libiles no interfieren, tampoco -
lo hacen las hemoglobinopatias, ni HbF, ni las uniones -
de Hb con otras sustancias gue no sean glucocsa (1,4).

Los resultados correlacionan bien con los métodos -
colorimétrico del Acido Tiobarbitfirico (TBP) e intercam-
bio idnico.

Recientemente se han propuesto métodos de afinidad
cromatogrdfica, en los cuales, las muestras se recolec—--
tan en capilares y papel filtro para su andlisis, sin em
bargo, su uso afin es muy limitado (20,24,25,26).

Flectroforesis.

El mds reciente método de an&lisis, para la determi
nacibn de HbAl, es la elgctroforesis en agar, qgue st& -
basada en la afinidad que presenta la HbA, por los gru--
pos fosfato o sulfato através del N-terminal del residuo
de valina en la cadena /b, sitio blanco para la glicata-
¢i6n. Por tanto, al usar un método de agar con alto con-
tenido de sulfatos, la HbA serd adsoxbida, pero no asi -
la HbAl, la cual liene el I-terminal ccupadc con un resi
duo de glucosa. El movimiento através del gel, por elec-
troforesis, separa las fracciones glicatadas de las no -
glicatacdas, lo cual permite la determinacién densitomé--
trica de las bandas (1,11). »

16



La presencia del intermediariec 1abil., sznerslmente

no interfiere con la interpretacidn de loz niveles dn ——
HbAl. Cuande se reguiere por ejemplo, en racientes con —
altos niveles de HbAl, O en nifios con grandes fluctuacio
nes de niveles de glucosa en sangre, €l intermediario —-—
puede eliminarse f&cilmente cor la incubacidn de los eri

citos en solucifn fisioldgica (4,7,13,19,27,28).

Los valores de HbG son expresades colo un porcenta—
je de la Hb Total. Los valores de roferencia reportacos
por Gelman Sciences con el método electroforético, es de
aproximadamente 7~12% para la HbAlc y ée 10 a 20% para -
HbAl {HbG total) en pacientes diab&ticos no controlades
(11) .

La glicatacién de la Hb ocurre durante los 120 dias
de vida del eritrocito. Por tante, los niveles de HbBG re
flejan un promedio de los niveles de glucosa sanguinea -
durante un periodo de 3 a 4 semanas, pequefias fluctuacio
nes no son detectadas por los niveles de kul, perc sf ~
cambios prolongados por més de una semana (11}).

Entre las ventajas gue presenta el métoco electrofo
rético en relacién con los otros métodos existentes para

la determinacién de HbA, se puede mencionar:

1
Variaciones peguefias en el pH, fuerza idnica o tem-
peratura no afectan la determinacién (1,4,11,12, 18,29,-
30) .
Las determinaciones realizadas por electroforesis -
correlacionan bien con otros métodos, por ejemplo HPCL,-

Cromatografia en Columna de Intercambio I8nico (12,18).

El m&todo electroforé&tico proprorcionra una presenta-

17



Las caracteristicas de migracién electroforética de
Hibh v iibhl son esguematizadas a continuacidn:

3

- SR

T
27

)
o
5

‘o

Fig.A Esquema gue representa el
corrimiento electroforéti
co en forma de bandas de” .
HbA y HbA, .
{POA = Pufito de aplicacifn)

(83.13) e

i3 Tt <3
T IINIAY
Lectura densitométrica -~

del ejemplo mostrado en
la Fig.A.

18



cidén visible y permanente e A, ¥y A, separacidn qgue es

facilmente medida (11,30).

La determinacidn no se afecta por concentraciones —
de triglicéridos (1,18,30).

Cuanéo la muestra no se analiza el mismo dia de la
toma de muestra, se puede almacenar en forma ce hemolizi
do a 4°C hasta por tres dfas, para evitar colapso de Al
sobre A, (12}).

Wo existe interferencias ce HbS & € (1,11,18,29).

En caso de alguna hemoglobinopatia HbS 6 HbS se se-—
paran en fracciones distintas, a saber, Al, s A, ¥ So
8 A

1’
I Cl, A,y C.seglin el caso (4,2%).
El método electroforético es scncille, rdpido y re-

guiere sSlo una peguefia habilidad técnica (12} .

El an&lisis requiere equipno especifico y relativa--—
mente caro, pero puede analizarse muchas muestras en un
pequefio periodo de tiempo dado (11,18,30).

Uno de los inconvenientes en el uso del m&todo elegc
troforético es gue la precisién es ligeramente menor gue

la obtenida por métodos cromatogri&ficos (12).

Potencial Isoeléctrico.

Bs un tipo especial de electroforesis., gue mediante
el uso de geles de poliéc:ilamina separa las hemoglobi--—
nas de acuerdo a su punto isoelé@ctrico (1,4,17,19}). BELI -~
hemolizado se somete a una corriente eléctrica en el gel
preparado para tener un gradiente de pH. El gradiente de

pH se logra mediante acarreadores especiales "anfolitos'

19



Cada componente de Hb forma ura banda finica en el -~
gel en su punto isoelétrico especifico (7).

La HbAlc forma una banda bien definida y delimitada
de [thA, ¥y de ctros componentes menores de la Hb. Las he-
moglobinopatias no afectan los resultados, pero si Pre--
Alc (7,19,24). Los resultados correlacionan bien con --——
otros métodos {1).

El equipo necesario es costoso, y ain no es usado -

con frecuencia.

M&todo Colorimétrico.

El método colorim&trico mé&s extensamente utilizado
es el Hidroximetilfurfural (HEMF} o Método del Acido Tio-
barbitfirico (TBa) (1).

Filickiger y Winterhalter (17) realizaron una deter-
minacién colorimétrica de HbG, tomando en cuenta, el he~
cho de gue cuando se somete la HbAlc a una ligera hidré&-
lisis &cida, se libera 5-HMF de la proteina, gque al com-
binarse con &cido tiobarbitfirico (TBA), forma un produc-
to colorido con un pico tipico de absorcién a 443 nm (1,
5,7,16,17,31) -

Este método se ha adaptado para uso rutinario y ge-
neralmente de resultados confiables (17) qgue correlacio-

nan bien con otros m&todos (31).

El m&todo del TBA tiene varias ventajas sobre los -
mé&todos de cromatograffa y electroforesis. Debide a que
es especifico para la unidn cetoamina, y no se afecta --
por la presencia de HbF, hemoglobinopatias y modificacio
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nes postraslaciconales de la Hb con otras sustancias, y -

lo m&s importante, por la fraccidn Pre

o

: - For le tanto,
Lc
no es necesaria la preparacidn del remolizado excento de -

Pre—AlC {8, 16,17).

Una desventaja cel método

resultar va-
lores falsos altos debhido a la

=3

formacidn de E©-IiMF a par-

tir e la condensacidn de glucosa libre en altas concen-

traciones con hemoglokina {(17), sirn embargo, iz glucosa
libre gue interfiere, se elimina bajo condiciones cuida-
cosas de andlisis (1).

Se desconoce si thl"l v thlhﬁ y las fracciones
=3 [

HbAlb son codeterminadas con este nétodo (4).

Un inconveniente adicionral,

ki

es gue en los andlisis

de libG, las unidades reportadas son diferentes de Lebora
torico a Lakeoratorio. Por ejemple, nanconoles de LUMF porn -
mgs cde HL o eguivalentes de fructosa por mg., de ib. Ri-
ficultando asi comparar resultados

distintos (1) .

cde dos laboratorios -~

La reaccidn del TBA es especifica para la determina
cifn del ligando carbohidrato-resicduc de proteina.

En presencia de dcide oxalico, el cual promueve cl
Rearreglo de Amadori, el eguilibrio estd dado hacia la -
forma cetoamina, gue al someterse a calentamiento se des
hidrata produciends la liberacidn de 5-HMP.

Radioinmunoensayo.
Se han realizado otros estudios para la determina--

cidn de “bAlc' Moo ct. all. (4) incluyen un andlisis de
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radioinmunoensayo y andlisis espectofotonétrico cgue o -
basa en los cambios ce absorcidn prescntes cuando la b

esta ligada a pclifosfatos orgdnicos. La experiencia
pr&ctica con este métocdo es aln muy limitada (17).
Por otra parte, Javid et ali. (7) llevaron a cabo -
un método de radioinmunoensayo, cor la obtencidn de antji
cuerpos Anti~hlc en carnero, sin emnbargo, el métoado no -~

se haya afin disponible comercialmente (4).

Selecci6n del Método de Andlisis.

Con el gran nlmero de métodos de ané
el

Q
disponibles, hoy en dia, puede ser dificil selecciocnar -
uno apropiado. Existen grandes debates concernientes o ~
los m&ritos relativos a cada m&todo. Sin embargo, cada -
uno de los métodos posee ciertas ventajas y desventajas,
ninguno es considerado el "mejor"”. Todes los méEoons —-=
ofrecen informacién clinica comparable si se realizan --
adecuadamente (1,32).

Para cada laboratorio la eleccidn del método depan-—
de de varios factores, incluyendo costos, ntmero de mues
tras a analizar, detalles en el manejo de la muestra y -
caracteristicas de la gpoblacifn de pacientes, por ejem—-

plo predominio de hemoglobinopatias (1,16).

rrecuencia del ARndlisis.

Para uso de rutina clinica la determinacidén se debeg
rd realizar cada 3 6 4 semanas. El anfilisis no es Gtil -
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parz el control diario de glucosa, por tanto, no reempla
za los an&lisis de glucosa en orina v sangre (1).

Sin embargo, cambios significativos en el control -
¢e la glucosa pueden dectectarse mds répidamente determi-~
nando bG. Por ejemplo, un cambio plasmitico de glucosa
de 300 mg/dl (un nivel no raro en la rayoria de los pa--—
cientes Ciabéticos) a 100 mg/dl. se asocia con una dismi
nucidén de la concentracidén de HbG, alrededor del 1% en -
una semana vy de 3% 6 mas durante un mes(l).

Los valores de HbG se deben obtener con intervalos
de 2 a 4 semanas en situaciones clinicas como Diabetes -
Gestacional o después de cambios significativos en la te
rapia (1).
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1.5 APLICACIODXNES S

Valor de la informacidn proporcionada ror la determinacidn.

Aungue no es posible determinar con precisidn matend-
tica la relacifn, entre las concentraciones de HhC y la --
concentracifn de glucosa en plasma, varios estudics indi--
can la existencia de una relacién lineal entre ambas, te--—
niendo en cuenta gue el valor de HbG, es mds bajo gue el -
promedio de glucosa plasmitica (1).

Cacda cambio de 1% de ¥HbG representa a su vez un cam—-—
bio de 25 a 35 mg/dl en la glucosa plasmitica (1).

Un valor normal de HbG indica, que en promedio la con
centracién de glucosa plasmdtica durante las semanas precg
dentes e incluso meses, estuvo dentro de los limites norma
les. E1 resultado de la prueba, no obstante, no indica la

existencia debido a periodos de hipo e hiperglucemia (1) .

Diagndstico de Liaketes Mellitus.

Una importante &rea de aplicacién en la determinacidn
de HbG, es el diagnéstico de Diabetes Mellitus. ComGrmente
suelen emplearse para el diagndstico determinaciones como
glucosa plasmatica en ayunas y/o curva de tolerancia a la
glucosa, que en algunas ocaslones muestran resultados fal-
sos positivos, ademds de reguerir esta Gltima, una prepara
cibn previa del paciente antes de la toma de muestra (1,5,
16,35,36) .
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El uso de la IbG para el diagnStico reguiere recoleg

[
1Y
=

solamente una muestra de sangra a cualquier hora del

]
)-‘\

sin considerar el tiempo de ingestién de alimentos -
{1, 6,36).

Cen el empleo de la IibG es posible, ahora estimar -~
mids exactamente y con mayor grado de sensibilidad la pre-
sencia de intolerancia a la glucosa, particularmente en -
los casos limite (1€,36).

Dada la inexactitud de las determinaciones urinarias
v la pobre especificidad de la sintomatologia, asi como —
de la esporéddica y al azar cdeterminacidn de las concentra
ciones de glucosa sangufnea cn ayunas, en la gue esta @il-
tima sdlo representa la medida de puntos simples en un -
tiempo dadc de los continuos y constantes carbios de la
glucosa ern sangre de individuwuos diab&ticos (3,16). El em-
pleo de la determinacisdn de libG proporciona un indice de
la concentracidn promedic de glucosa en sangre,dicho Indi
ce no es afectado por cortas fluctuaciones {(en tiempo) en
la glucosa sancuinea y por consiguiente refleja de manera
relativamentce precisa el control de la glucosa sanguinea
en la Diabetes kellitus, durante los 3 & 4 meses preceden
tes a la torma de muestra (2,5,37).

La determinacién de HbG es muy Gtil en situaciones -
no poco frecuentes, en las cuales, la impresién clinica -
sugiere un satisfactorio control diabé&tico, y no obstante,
los valores de [ibG estén marcadamente elevados, esloc ayu-
daria a evitar cambios inzdecuades en la terapia que con
seguridad deteriorarian la salud del paciente (2,10).

También se ha considerado de utilidad en la Diabetes
Gestacional que es una frecuente complicacidén durante el
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embarazo, dicha alteracidn del metabolisme ocasiona macro
somfia fetal, es por tal motivo gue la deterr.inacidén de --
HbG es empleada como un indicador del control durante la
Diabetes Gestacicnal (38-41).

Uso de HbG para establecer objetivos de atencién.

. Varios estucdios sugieren gue el grado de hirmergluce-—
mia crénico es un importante factor de riesgo para el ce-~
sarrollo de las complicaciones diabéticas, es por ello, -
gqw. el nivel de HbG deberd figurar como un objetivc de ~--—
atencidn dentro de la atencién integral en el control de
la Diabetes Mellitus (1).

Desafortunadamente este objetivo no es realista para
todas las personas con Diabetes Mellitus. Para la mayoria
de las personas con Diabetes Tipo I (Insulinodependientes)
los esfuerzos por conseguir una proporcidn normal de iibhG,
puede ocasionar serios cuadros de hipoglucemia. Sin embar
go, muchas personas con Diabetes Tiprg I bien motivadas, —
puecen con toda seguridad conseguir y mantener valcres de
HbG, dentro del 0.5-2% en relacifn a los valores normales
(correspondiendio tales valores a una concentracién prome-—
dio de glucosa en plasma menor cde 150 mg/dl. (1,2,4,16, =~
42) . : ‘

En pacientes que no reguieren inyecciones de insuli-
na o s6lo requieren en pequefias dosis (menos de 0.5 Unida
des/Kg P.}, los valores de HbG més proximos o dentro del
rango normal, son considerados metas realistas (1,2,4,16,

42) . .
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De esta maneraz, la IIbG proporciona una estimacidn -
objetiva y exacta de la efectividad de la terapia diabé-
tica y puece gular para el mejor contral de la Diabetes

Mcllitus.

La feterminacidn de BbG puede ser realizada para re
fazar la atencidn del paciente diabético, puesto que el
resultado de este andlisis proporciona a cada paciente -
un panorama general del objetivo o logro alcanzado con -—
el tratamiento dictoterapefitico seguido. Come los pacien
tes se comienzan a familiarizar cen la informacidén gue -
les proporciona la determinacién, presentan un mayor in~
terés por los resultados a alecanzar (1.2).

Uso de la UbG como un indicador para evitar las com
plicaciones en la Diabetes Mellitus.

La Geterminacifn de HbG puede ser (til para respon-
der a una de las preguntas fundamentales en el contrxol -
de la Diabetes Mellitus, en relacidén a que las complica-—
ciones més frecuentes en la Diabetes est&n relacionadas
con el grado de control de la hiperglucemia (17,27).

Distintas investigaciones han estaklecido el hecho
que altas concentraciones de glucosa son determinantes -
para el decarxcllo de las cowolicaciones més frecuentes
en la Diabetes, como son las‘nefropatias, retinopatias,-
neuropatias y artericesclerosis, aumentando los indices
de morbi-mortalidad en la poblacién diabética {16).

El riesgo de las complicaciones diab&ticas es redu-
cido por un buen control de la glucemia (4,10,16,27).
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Cabe seflalar, gue las mismas reacciones guimicas, -
(que se presentan en la glicatacién c¢e la hemcglobina, ==
pueden causar modificaciones sirilares en los tejidos --
comprometidos en las complicaciones de la Diahetes Melli
tus. Numerosas prcteinas ademis d=2 la hercglobina, son -
modificadas por glicatacidn. Ejemplos incluyen mroteinas
de la membrana ce la c&lula rcje, albimina, otras protel
nas séricas, colageno y cristalino. Dichas modificacio--
nes causan efecto sobre el comportamiento funcional del
tejido modificado y teniendo en cuernta su caréicter irre-
versible el efecto serd acumulativo (6,2,17).

De tal manera, gue la b0 e¢s un Gtil wmodels
catacién nrno enzimética de otras proteinas cue pueden es5-

tar implicadas en las complicacjiones c¢rénicas de
fermedad (4,5).
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2.9 FCHDAMETACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Investigaciones recientes indican gue la Hemoglobi-
na Glicatada estd siencdo utilizada con mayor frecuencia
para el control ée la glucosa sanguinea en pacientes dia
bétices (1-3).

1l t&rmino "Hemoglobina Glicatada", se refiere a la
unidén &e Hemoglobina A& y glucosa, a través de una rea---
ccibdn no enzimitica, continua, lenta e irreversible gue
depende ce las cencentraciones de glucosa sanguinea y —-
gque se lleva a cabo a lo largo de los 120 dfas de vida =

de la cé€lula roja normal {(1-8}.

La deterninecidn de la liemoglobina Glicatada, pro--
perciona un Iindice de la concentracidn promedio de gluco
sa sanguinea durante los dos o tres meses precedentes --
{(1,3,4,6,8,5}), perrnitiendo de tal manera, junto con las
pruebas de glucosa en orina y sangre, evaluar el estado
metabSlico de les pacienltes diabdticos (1,2,6,9,11) .

E]l componente de la Hemoglobina, Gtil en relacidn a
la Diabetes Mellitus, es la fraccidn HbAlc, gue es el -~--
mas abundante de los componentes minoritarios de la Hemo
globina en los eritrocitos humanos (3,6), dicha fraccién
HbAlC, se forma por la unidén de la glucosa ¥ un grupo HH.,
terminal de un residuo de valina de una o ambas cadenas
Bde la HbA, (1.,2,3,6,7.), a través, de una unidn cetoa-
mina {3,6,7.8).

Dependiendo del método de andlisis se ha repoxrtado

que la proporcidn de HbAlc es del 3 al 6% en personas sa
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nas (6,7) y ¢éel 6%t al 203 o mis en personas diab&ticas -~
(1,2}, con respectc a la Hemoglokina Total, sin embargc,
se hace necesario establecer los valcres de referencia -

en la poklacién mexicana.

La determinacidn de la Hemeglobina Glicatada posee

importantes &reas de aplicacidn como por ejcmplo:

Diagnbstico de Diabetes Mellitus.

Evaluacidén del control glicémicoc en pacientes diabé
ticos, principalmwente en aquellos con terapia insv-
linica, a fin ce efecluer las wedidas correctivas -
en dicha terapia en casc de ser necesario.

Deteccidn oportuna del mal control en diabéticos ~-
aparentemente ktien controlados, para evitar las con
plicaciones més frecuentes.

Control de Diabetes Cestacioral (1,3,4,9,11).
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3.0 PLANTEAMIENTC DEL PROELEMA

.Pebido a2 1la importante informacién gue proporcicna
la Hemoglcbina Glicatade como urn indicador seguro en el
control de la glucosa en pacientes diabéticos (1-5,8,9,-
11}, es nizcesaric establecer los valores de referencia,~
y por ello cdebe contarse con el (los) método (s) de anfi-
lisis 6ptimo (s) de acuerdo, a las recesidades y condi--
cicnes con las que cuenta el Laboratcrio de Anflisis Cli

nices.

_Existen aiversos métocos para la determinacién de -
Hemoglobina Glicatada, entre los cuales se encuentran —-
(1—-3.5,68) =

.Métodcs basados en la diferencia de carga:

~Cremategrafia de colurna de intercambio iénico.
~Crcmategrafia de ligquidos a alta presidn.
-Electroforesis.

Métodos basados en la reactividad quimica

‘-M&tode colorimé&trico del Acido TiobarbitGrico (TBA).
‘Métodos basados en diferencias estructurales.

~-Afinidad cromatografica.

De acuerdéc con bibliografia reportada, todos los mé&to
dos ofrecen informacidén clinica comparable (1,3,7.,8).

En el presente trabajo se eligieren los méEtedos de
electrofore51s (2,5) vy el colorimétrico del Scido tiobar

bit@rico, con el fin de evaluar el mis adecuado dadas --
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las cendiciones y necesidades del Labkoratorio, de‘acuerdc
a factores tales como, nimero de muestras a analizar, de-
talles inherentes al manejo de la muestra, caracteristi-~-
cas de la poklacidn, costo; a su vez gue se determinan --

los valores ce referencia.
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4. O BJETIVOS

Evaluar la sensibilidad de un método colori-
métrico {TBA) cormparado con un método elec—-
troforético para la medicién de HbAlc en el
Laboratorio Clinico.

Determinar los wvalores de referencia de anlc
para ambos métodos (colorimétrico y electro-
forético)..

Determinacidn de HbAlc en pacientes diabétif
cos de diferente tiempo de evolucién, como -
un método de control al tratamiento de la --
Diabetes Mellitus.
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5. HI PO TES IS

51 la idiosincracia y el tipo de alimentaci6n
del pueblo mexicano, es diferente a la de --—-
otras ciudades, donde se han realiazdo los es-
tudios ce valores de referencia para Hemoglo-
bina glicatada en indivicduos diabéticos, al -
emplearse los métodos colorimétrico y electro
foréiico para la determinacidn dc este come—-—--
puesto en pacientes diab&ticos mexicanes, en--
tonces, obtandremos unes valores cde referencia

especificos para la Ciudad de Mézico.
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6. MRTERIAL ¥ EQUIPO

Material 3ioldgico.

100 muestras de sangre total de individuos sanos.

150 mucstras de sangre total e individuos diabéticos.

Eguipo.

Balanza Granataria Chaus Cap. 5 lb.
Balanza Analitica Mettler Mod. HS80
Centrifuga Solbat Mod. JF-12

Estufa Riossa Mod. EG

Autoclave

Agitacor Vortex-Genie

Bafio Maria Riossa Mod. MT-4
Spectronic-20 Bauusch-Lombk

Refrigerador American

Fuente de pocder

Eliminador cde picos de voltaje .
Eguipo ce electroforesis Gelman Sciences
Densitdmetro Quick—-Scan Helena Laboratories

raterial de vidrio.

Tubos de ensaye 13x100

fubos de ensaye 13x100 con tapdn <e baguelita
Pipetas gracduadas de 0.1, 1.0, ¥ 2.0 mls.
Pipetas pasteur

Matraz aforado de 100 y 1000 mls.

Laminillas de vidrio

Vasos de precipitados de 250 y 500 mls.

Tubos capilares

Probeta de 100 mls.

Frasco de vidrio capacidad 5 lts.

38



Reactivos liguidos.

Tetracloruro c¢e carbono Baker
Acido acético Baker
Glicerol Duker

Reactives sélicos.

Acido Tiokarbitirico Laboratorio de Investigacidn -
Quinica Orgénica IFHEP Zaragoza

Cluccsa EBaker

Manitcl kaker

Citrato de socio Baker

Acico ouilico Jaker

Acido tricloroacético Baker

Cianurc de potasic Baker

Fosfato trisfdico Merchl

Fosfatc s5ddicc nenocbasico 'rod. Ouim. Monterrey

rosfato sédico dibdsico Baker

Sulfato cde cobre Baker

Carbonate de sodio anhid

Carbonatce ae sodio Merck

Adenina Sigma Chemical

Penicilina Lakeside

Estreptonicina Lakeside

ELTA Proa. Quim. Monterrey. B

Merchk

Fguipo Comercial para la Determinacidn de Clucosa

M&tode GOD-PAD. Merck.

Reactivo de color
Solucidn patrdn

Electroforesis Celmar Sciences’

al

ry

Eguipc

Membrana GSuper-Sepraphore Celran Sciences
Colorante Fonceau § Gelman Sciences
Solucidn Aclarante Gelman Sciences
Buffer Glyco~Phore Gelman Sciences



Soluciones .

Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
Solucidn
Reactivo
Solucién
Solucidn
Solucién
Solucidn
Solucidn
Solucidn

Citrato de sodio

rmortiguadcra
Salina 0.8%%

de Cianuro de
awortiguadora
rmortiguadora
Armortiguacora

Cualitativo de

EDTA
Acido oxé&lico

de fcsfatos

potasic 4%
ce fosfatos
da fosfatos
ace fosfatcs
Benedict

Acido TiobarbitGrico o.o0&
Acido tricloroucético 40%

Acido acético
Amortiguadora

5%
Glycophore

LisRee firs]

T

fes)

PSRN RN

4
1
1-

Glicerol
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J. MR ETODOL OGIA

Obtencidén del Patxén de Hemoglobina Glicatada.

Obtener muestras de sangre venosa de individuos sa-
nos utilizando citrato de sodie como anticonagulante.

Separar los eritrocitos por centrifugacién a 3000
rpm. durante 10 min.

Colocar 0.25 mls. de eritrocitos er tubos de ensaye
gue contengan 0.3 mls. de mecdio ce incubacidn BAGPM (Sis

tema Amortiguadox de Bicarbonatos.

incubar a temperaturas de 4° y 36°C durante 6,18, y
24 hrs.

Después de la incubacidn, separar los eritrocitos -
del medio de incubacién por centrifugacién, durante 10 -
min. a 3000 rpm. Laver dos veces con solucidn salina ispo
ténica, y lisar con adicidn de 0.2 mls. de agua destila-
da , agitar suavemente durante 5 min. y agregar 0.1 mls.
de KCN al 4%.

Extraer los lipidos presentes en la muestra adicio-
nando 1.0 ml. de CClI1 con agitacidn vigorosa a lo largo

de 5 min. y eliminar la fase no polar.

Dializer los hemolizados durante 24 hrs. con solu--—
cién Amortiguadora de fosfatos pH 7.4 . Durante ese tiem
po realizar la prueba cualitativa de Benedict a la Solu-
cidn Amortiguadora de fosfatos pH 7.4  empleada en la --—
didlisis con el fin de determinar el €érmino de la misma.
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Diluir los hemolizados dializaces c¢con 9.2 nls. de -
una mezcla de Rmortiguador de Fesfates pii 7.1 v glicexol
(2:8), almacenar en refrigeracién hasta su anilisis colg

rimétrico y electroforético.
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pPeterminacién ce Gluccesa por el Métocdo de CGClucosa Oxi-
sa- (GOD-PLT) .

Fundamento:

La glucosaoxicdasa (GOD) cataliza la oxidacién ce la

alucosa segln la ecuacidn siguiente:

(o]

GLUCOSA + 02 + H.O &« ACIDO + Hz

2 GLUCONICO

Rl perdxido de hidrdgenn formado en esta reaccidn,-
reacciona en presencia de peroxidasa {(POD) con 4 arincan-—
tipirina y 2,4 diclorofenol. Por corulacién oxidante se -~
forma antipirilguinonimina roja. La cantidad de colorante

formado es proporcional a la concentracidn de glucosa.

M&todo- .

Disolver el contenido de un frasco de reactivo de co

lor.en 100 mls. de agua destilada.

Emplear el plasma de las muestras de individuos sa--
ncs y diabé&ticos.

Colocar en tubos de ensaye los reactivos de la si-—-

guiente manera:

41



BLANCO FATRON FROBLEMA

plasma Problema =  ——---~-- = -———————- 0.1¢ mls.
Sol. Patrén = ~o=-—-ee- 0.10 mls. ~=——=—=-
Mezcla Reactiva 2.0 mls. 2.00 mls. 2.0 mls.

Mezclar y dejar reposar 30 min. a temperatura ambien
te. Evitar la luz directa del sol.

Leer la absorcidn de leos problemas y el patrdén fren-
te al blanco a 510 nm.

Realizar el cédlculo de concentracidn de glucosa:

Absorcién cel problema

Y. 100 = mg/dl.
2bsorecidn del patrén

Valores dz Referencia: 50 — 100 mg/dl.
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Determinacidn Ceolorimétrica de HbG.

Cbhtener muestyas de sangre venosa de individuos sa-

nos y diabéticos, empleando EDTA como anticoagulante.

Separar los glbbulos rojos por centrifugacién duran
te 10 min. & 3000 rpm. , lavar tres veces con solucidn -
salina isotdnica.

Colocar en un tuho de ensaye 2 mls. de gldbulos xzo-
jos, un volumen igual de agua destilada y 1/2 volumen de

cCcl agitar vigorosamente 5 min.

4
Dejar reposar y eliminar los residuos celulares con
centrifugacidén 10 min. a 1000 rpm.
Colocar 2 mls. del hemolizado y 1.0 ml. de dcido --
oxélico 0.3 ¥ en tubos con tapén de baguelita e incubar
durante 1 hr. en autoclave a 18 1'-J. 1b. de presién, ———

enfriar a tcemperatura ambiente.

aAdicionar 1 ml. de TCP al 40% y mezclar vigorosamen
te. Centrifugar 10 min. a 5000 rpm.

A 2 mls. del sobrenadante ahadir 0.5 mls. de TBA --
0.05 M, excepto a la muestra que se empleard como blance.
Incubar 10 min. a 407C.

Leer la absorcifn a 443 nm.

Realizar el cdlculo de % HbAl, tomando en considera
cidén que una absorcifn de 0.029 corresponde a 1% de HhAl

en el hemolizado.
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Determinacién Electroforética de i}

De las muestras de sangre vencsa empleadas para la
determinacidn colorimétrica, mezclar vollmenes iguales
de sangre y solucibn salina para lavar los gldbulos ro-
dos.

Centrifugar las cé&lulas lavadas a 3000 rpm. <durante

10 min. ¥ eliminar la salina del pacuete celular.

Colocar 0.05 mls. del paguete de glébulos rojos en
un tuboc de ensaye, lisar con adicifn de 0.45 mls. do --
agua destilada, mezclar suaverente y dejar reposar du--
rante 10 min. para asegurar la lisis completa.

Disolver un frasco de amortiguador Glyco-Phore en
agua destilada v aforar a un volumen final de 1000 mls.
Colocar un volumen de 400 mls. de esta solucibén en la -

camara de electroforesis.

Humectar la membrana de acetato de celulosa en el -
amoxtiguador durante 5 min., eliminar el exceso de amor-—
tiguador mediante el uso de papel secante. Introducir la
membrana en el puente de electroforesis, colocar el puen
te en la cé&mara que contiene el amortiguador, tapar la -
c&mara, conectar los electrodos en la fuente e poder ne
gro con negro, rojo con rojo, ajustar el voltaje a 150 V

pasar la corriente durante 15 min.

Transcurridc ese tiempo apacgar la fuente de poder,-—

abrir la camara.

Cargar el awlicador llenande con las muestras co-w-
rresponcdientes los pozos del aplicador, utilizando un tu
bo capilar.
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Colocar el aplicador sobre su base y presionar el -
botén de aplicacidn con suavidad durante 10-15 seg. Sol-
taxr el botdn suavemente. ‘

Transferir el aplicador a el puente de electrofore-
sis y realizar la aplicacidn de las muestras a la membra
na con presidn del botdn Adurante 25 seg.

Tapar la cidmara de electrofeoresis y conectar los —-
electrodos a la fuente de poder,

aplicarx un voltaje de -
150 V durante 45 min.

Limpiar el aplicador y su bhase inmediatamente.

Realizado €l corxrimiento electroforético retirar la
membrana decl puente con unas pinzas,

el colorante Ponccau 10 min.

e introducirla en -~

Retirar la merbrana del colorante, lavar la membra-
na en sclucidn de fcido zcético al 5%, realizar los lava
dos sucesivos hasta que la solucién final del lavado sea
incolora, lo cual reguiere un tiempo total de aproximada
mente 10 min.

Decpuds del lavado final introducir la membrana en
solucién aclarante durante 3 min. Retiraxr y eliminar el
exceso de solucidn colocando la membrana en una placa de
vidrio con papel absorbente y deslizar sobre ella una se

gunda placa de wvidrio con un &ngulo de 45°.

Transparentar la membrana colocindola en una-.estufa
a 80~90°C durante. 10-15 min. ‘

Leer las fraccicnes asi separadas en el densitSme--—
tre a 525 nm.
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Obtencibn de Regresifn y Correlacidrn Lineasles Simples.

El andlisis de regresidn es (til para averiguar la
forma probable de la relacidén entre las variables y, ---
cuando se emplea este métocdo de andlisis, el objetivo --
final por lo general, es predecir o estimar el valor de -
una variable, correspondiente a un valor dado de la otra
variable.

Por otra parte, el andlisis de correlacidn re refie
re a la medicién de la intengidad de la relacién entrec -
las variables. Cuando se calculan medidas de correlacidén
a partir de un conjunto de datos, el interds se centra -

en el grado de correlacidn entre las variables.

En el modelo de ;egresién lineal simple interesan -
dos wvariables, X y Y. Por lo general, a la variable X -
se le conoce como variable independiente, como consecuen
cia, a la otra variablie Y se le da el nombre de variable
dependiente y se habla de la regresidn de Y sobre X.

Un primer paso, que por lo comfiin es Gtil al estu---
diar la relacidén entre dos variables es preparar un Dia-
grama de Dispersi&n de Datos. Los puntos estaré&n situa-—
dos asignando valores de la variable independiente X al
eje horizontal y los valores de la variable dependiente
Y al eje vertical. Por lo general, el patrén obtenido -
mediante los puntos situados en el Diagrama de Disper—-
sidn sugiere la naturaleza bdsica de la relacién entre
las dos variables. Sin embargo al surgir la cuestifn de
cu&l recta describe mejor la relacidn entre las varia--~
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Ihles. No puecée cobtenerse una respuesta para esta cues——-
tién inspeccionando las rectas. Por lo que Se requiere -~

algiin método para obtener la recta deseada.

El método gune por lo comiin se emplea para obtener -
la recta deseada se conoce como M&Etodo de los Minimos -~
Cuadrados y la recta resultante se denomina Recta de los

Minimos Cuadrados.

La ecuacifn general vara la vrecta esti dada por:

y = a + bx

donde "y* es un valor sobre el eje vertical, y "x" es un

"a" es el punto donde la

valor sobre el eje horizontal,
recta se eleva por cada unidad de incremento en "x". A ~
a" se le da el nombre de ordenada al origen y a "b" el

de pendiente de la recta.

0"

"a" y*b" puede obtenerse resolviendo simulténeamen;
te las dos ecuaciones siguientes, las cuales se les cong
ce como ecuaciones normales para un conjunto de datos:

Syi = na + bfxi

]

2
Tx; y a¥x, +b¥x;

Una vez obtenida la ecuacidn de regresidn, debe eva
luarse para determinar si describe adecuadamente la rela
cidn entre las dos variables y si puede usarse de manera
efectiva con fines de prediccibn y estimacién (55,56) .
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El coeficiente de Determinacidn de la nuestra mide
la proximidad del ajuste cde la ecuacidn de regresidn de
la muestra a los valores observados de Y. Sin embargo,-
no se puede llegar a un juicio final acerca de la ecua-
cién hasta ¢ue no se ha sometide una prueba estadisti-
ca mas objetiva. Esa prueba se realiza por medio de un

An&alisis de Yarianza cuya tabla se serfala a continuz---

cidn:
TABLA DE ANADEVA PARA LA REGRESION LINEAL SIMPLE.
Fuente
de 3C g.l. C.M. R.Y.
Variacion

Pegresién

: 5 i
lineal Scexplicada 1 Dcexp/l Chexp/
CM.
inex
Residual . .
inexplicada n-2 Scinex/n—z
Total SCtotal n-1

Al comparar el valor de R.V. obtenido con el valor
critico de F obtenido de tablas, de acuerdo.a los gra--
dos de libertad g.l. = 1, se puede aceptar o rechazar -
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El coeficiente de Determinacién de la nuestra mnide
. la proximidad del ajuéte de la ecuacién de regresibén de
la muestra a los valores observados de Y. Sin embargo,-
no se puede llegar a un juicio final acerca de la ecua-
cién hasta gue no se ha sometido una prueba estadisti-
ca mis objetiva. Esa prueka se realiza por nedic de un
An&lisis de Varianza cuya tabla se sefala a continua---—

cidn:

TAEBLA DE ANADEVA PARA L2 REGRESION LINEAIL SIMPLE.

Fuente
de sc g.1. C.M. R.V.

Variacidn

Regresidn
lineal . SCexplicada 1 scexp/l CMexp/

CM.
inex
Residual . . _ =
inexplicada n-2 cinex/n_2

Total Sctotal n-1

Al comparar =1 valor de R,V. chktenido con ¢l valor
critico de I obtenido de tzblas, de acuerdo a los gra--
decs de libertad g.l. .= 1, se puede aceptar o rechazar -
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gue las variables esté&n linealmente relacionadas.

El Coeficiente de Correlacidn de la poblacién mide
la intensidad de la relacidn lineal entre Xy Y.

El Coeficiente de Correlacién es la raiz cuadrada -
del Cocficiente de Determinacidn de la poblacién. El1 Coe
ficiente de Corrxelacién describe la relacién entre las -
observaciones de la muestra, en dos variables, de la mis
ma manera gue el Coeficiente de Determinacifn describe -
la relacidn er una poblacién.

La ecuacidén del Coeficiente de Determinacién es la

siguiente:

- b2esx - (gxp%n

=2 2
SY; - (Ly)/m

Una f6rmula alternativa para calcular el Coeficien-
te de Correlacidn (r) estd dada por:

n & xgyy - (%)

r

anxi - (§xi)2 ‘/n—éy?_ - (§y2i)

El valor de r fluctGa de 0 a 1. Entre mayor sea -el
valor de r existird una mejnr correlacidén entre las va--

riables.
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8. RESULTR ZDOCS

Se trakbajé con dos poklaciones distintas, 1490 indi-
viduos sanos y 150 indivicduos diabéticos, a los cuales -
se les determind HbG mediante dos métodos de laboratoric
édistintos, colorimétrico y electroforético, las mucstras
fueron recolectadas en la Unidad de Medicina Familiar --
No.6 del IMSS, dichas muestras procedian de derechoha---—
bientes canalizados al Laboratorio de Andlisis Clinicos

de la Unidad por el Servicio de Medicina Familiar.

La toma de muestra a los pacientes en ayunas se rea

liz6 a las 7 de la rmafana, pesteriormente las muestras -

fueron trasladas al Laboratorio de Andlisis Clinicos de

la ENEP-Zaragoza rara procesarlas el miszmo dia.

Poblacién Control.

Se obtuvieron los Valores de Referencia para la po-
blacién del oriente de la Ciudad <e México considerada -
sana, por el métodc colorimétrice y electroforético para
la determinacidn de HbG, siendo los resultades los rewpol
tados en el Cuadro HO.1

Los criterios de inclusidn fueron no presentar glu—
cosa > 90 mg/dl vy en la exploracidn fisica no presentar
trastorno bioldgico evidente.
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CLADRG wWo.l VALORES IE REFERENCIA DE ERG OUTENIDOS EM LA
POBLFCION CONTROL.

ELIORO COLORIMETRICO METODG ELECTROFORFTICO
% = 12.07% x = 1.77%
= 3.€1 G=0.60

Rango= &8.46~-15.68% Rango= 1.08-2.46%

Poblacidn Diabética.

Arp:licando los métodes a estudiar colorimétrico y elec- -
troforético se oktuvieron los siguientes resultados:

CUADRO :io.2 VELORLS DE REFERFNCIA DE HbG OBTENIPOS EN L?
POBLACION DIABETICA.

METODC COLORIMETPICO METODO ELECTP.OFORETICO'
X = 29.56% ;—<=9.18%‘
§= 10.51 ) G = 5.99

Rango= 19.05-40.07% Rango= 3.19-15.17%
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CUADRO COMPARATIVO DE LOS VALORES DE-REFERENCIA OBTENIDOS POR AMBOS METO-
POS PARA LAS DOS POBLACIONES.

POBLACION nELTONRO

COLORIMETRICO ELECTROFOPETICO

. = 12.07% x= 1.77%

>3 *

CONTROL G= 3.€13% 6= 0.69
Ranqge= 8.46-15.69% Rango=1.(39- 2.4¢€%

x= 29.56% *= 9.18%

DIABETICA** §= 10.51 §= 5.992
Fango=19.05-40.07¢ Pango=3.19-15,17%

* Criterio de Inclusién; lo presentar glucesa mayor de 90 mg/dl.

*% Criterio de Inclusidn: Presentar glucosa mayor de 150 mg/dl.
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2 continuvacidn se indica en una Tabla de ANADEVI de
regresidn lineal simple, la técnica estadistica empleada
para hallar la relacién entre el M&todo Electroforético
y el Método Colorimétrice en las dos diferentes poblacio

nes.

rs? mismo, los valores IbG para ambas poblaciones obteni
dos por el Método Colorim&trico y Electroforé&tico se --
muestran en las grdficas No. 1 y 2 , donde se sefiala la

% y ¢ para cada uno de ellos.
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TABLA DE ANADEVA PARA LA REGRESION LINEAL SIMPLE
POBLACION NORMAL

F.V. G.L. 5.C. M.C.
reg 1 SC = &y ~ ’)")2 2 5C /el
mE(xy) + by -((Ey) “/nj
l012.329 -
5 - Gy 2
arror n-2 ‘sce = Z(¥-y) Sce/gl =3
= Eyin&ixy)~ by
= 291,0049 = 2.9694
Forit = (1, n-2, 0.05) Feryt™ £:00
S1 Fon1 3 Forit Hay asociacidn entre variables A AAL AL A AL S AAAL L AL
51 F P 340.9254.00
cal <€ “crit No hay asociaciacién entre vaxiables WAk ek ok e R Wk X kW
b =ky - nfx)Wn = 3.2168
=
mo=  (afxy ~5x&y) / (n¥x° - @x)2 = 4.6067 r = n*Sxy -Sx -my - o ents
\/[nv-é)f - (&x) j"‘(iy)‘ de ke ok e
Exy = 2356.32
n = 100
=y = 1207.08
s‘x2= 177 X = METOPO ELECTROFORETICO
Ty = 15673.890¢ y = METODO COLOPIMETRION

Fx= 361
(€y) 2= 145704z.ise

Fx)“= . 31329 . : ca



TAL SIMPLE.

TABLZ DE ANADEVA PARA LA REGRRSION
PO EBL ACTICHN DIABETICA
F.V. G.L. s.C. M.C. Fcal.
p 1 sc, =gy ~ ©° c, /g1
reg by c, =%y = ¥ gl r
T = Raxyd i béy - (1€ 2/n) =
= 15018.8403
errox n-2 SCe/gl @
= 10.55
I3 =
Forit = (1, n-2, 0.05) Fopge™ 3282
3 = ay asaci i e vari C P L T
Si Pcal >Fcrit Hlay asociacifn entre variables * 1423*>3 o
si Fca]_ <ch:it: No hay ascciacidn entre variables Fkdek bk hk kAR kW
b & - nEx)/n = 14.23 e
' 2 2, r = n*&xy ~Ex ~Ty = (.95303
- v —SnTy ? - (€x = = - e e e
m = (n€y -Ex¥y) / (nx (Ex) 3 1.67 \/fn*{x @ 2lenten)
Lxy = 49642.10
n = 150
Ty = 4432 )
Tx = 1375 x = IETONRO ELECTROFORETICO
TY 147532.009 y = METODOQ COLORIMETRICO
§x2= 18001
Ry) = 19642624

&x) %= 1890625
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HbG

Ay

CUAERG No.l VALORES DE HLCG CBTENIDOS

504

40

304

POR EL METOCO COLORIMETRICO.

CONTROL DIABETICS
POBLACION

=x* » (* Corresponden a la poblacidn diabética.



% HbG

CUADRO Ne. 2 VALORES DE HbG OBTENIDOS POP
EL METODO ELECTROFORETICO.

304

o 9= - e
CO{TROL DIABETICA

POBLACION

x* y * Corresponden a la poblacifn diabética.
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9.0 RISCUSICII DE RESULTALOS.

Se.obtuvieron valores de referencia pare LG por ~-
dos métodos de lakoratorie, colerimétriceo y electroforé-
‘tico en dos poklaciones, una contrel v otra Jfe pacientes
ciabéticos, estos valores son mayores a los reportades -
en la Bibliograffa para incdividuos Norteamericanos (3,11,
17), debido a cque se trata de dos poblaciones distintas,
en cuanto a factores alimerticics, culturales y socioeco
nénicos.

Es importerte sefialar cue se trabajé con ura pokla-
cién del oriente de la Ciudad de México con un nivel so-
cicecdnico precdominantemente bajo y por tanto, con carac

teristicas que conllevan a una alimentacién no balancea-

da, enr particular hiperhkidroccarkonaca.

For el métode colerimétrico se obtuviercn valores -
m8s altos cue por el método electrofcrético, dekido a --
gue se ha reportado gue cuantifica glucocsa libre cue in-
terfiere cn la determinacidén, siendc el método electrofo
rético m8s sensible.

La limitada posibilidad de disponer de Acidce Tiobax
bitﬁricc utilizade en la deterrinaciér de HkC gpor el mé-
tode celorimétrico, condujco a. la necesidad de realizar ~
su sintésis en el Lakoratoric de Investigacidén de Quimi-

ca Orgénica de la ENEP-Zaragoza.

Cebido a la poca disponibilidad del 5-HMF, asi como

por la variacidén en la estakilidad de las soluciones di-
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luicas del mismo, no se construy® la curva de calibra--
¢idn, sin embargo, con kase en los estudios de estahili
dad reportados para el 5-dMF en curvas de calibracidén,

{(31,44,4€,47), el % cde 11bG determinado por el método --
colorimé&trico fue calculade considerande, cue 1% de HbG

proporciona una absorcifn de 0.029 (43-45).

Fue preciso realizar 1la determinacidn de HDE en una
poblacidn Ge individuos sanos, 2 la gque se denomind po- -
blacidn control, dado gue los valores de HbG inicialmen-—
te obtenicdos por el métcdo colorimétrico en individuos -
diabéticos eran mayores a los reportados en la bibliogra
fia, de esta manera, sc establecieron valores propios de

referencia en individuos sanos y diabéticoss

El patrén <e HLG (46-54) , se realizé para obtener -
como referencia la separacidn de las dos bandas caracte-
risticas ce UbA y HbAl, por la necesidad de contar con -
patrdn ce separacidn inicial.

I:a determinacidn de HbG en pacientes diabéticos de
diferente tiempo ée zvolucién, como un método de control
al tratamiento de la Diabetes Mellitus, considerado un -
objetivo en este trakajo fue imposible realizarlo al no

tenwrse accesn a los expedientes ¢e los pzcientes.

La técnica estacistica empleada para tratar de ex—-
plicar la relacidn gue existe entre el método colorimé--

trico y el nétodo electroforético fue con lo siguiente:

a) .- Pegresidn Lineal Simple donde se determind. la
relacibédn entre el métedo colorimétrico ¥y el método elec
troforético, donde el método electroforético (x) corres
ponde'a la variable independiente y el colorimétrico --
(y) corresponde a la variable dependiente.
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b) .- rdemds se utilizé la técnica del anflisis de

la wvarianze para la regresién, la cual es una poderosa
herramienta estadistica para explicar la relacidén entre
las variables.

El desarrcllo matemitico se plantea a partir de deos
regresiones y dos andlisis de varianza cada una para ---
muestras diabéticas y nmuestras normales.

Se ided la forma de reporte tanto de los pardmetros
obtenidos para la regresidn como para la Tabkla de NHADEVD?
para la regresién. el cual incluye, el

criterio estable-
cido con una confianza al 985% ¥

una <= 0.05
Como lo demuestran los valores de desviacidn standar
los dos métodos tienen un grado de ¢ispersibn muy bajo io
que indica gue existe precisién en los métodos.
También,como se puede observar al graficar los valo-

res cde HbG y esquematizar sus respectivas X vy se aprecia

que no exite traslape entre los wvalores de los mismos.
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10. COHCLUSIONES

Los valores de referencia de libG obtenidos para el
rétodo colorimétrico, ce una poklacién del oriente de
la Ciucdad de México, consideracda como sana es de R.5-10%
y para el métoco electroforético es de 1-2.5%, mientras
gue los valores reportados en la bibliografia son de 5 a
8% y del 3 a 4% respectivamente para cada uno de los mé-
todos (5,11,17).

Los valores de referencia ce 1'bC para pacientes dia
béticos de una poblacidn del oriente e la ciudad de M&-
xico, es de 16-40% para el método colorimétrico y del --
3-15% para el método electroforético, en comparacién con
las indicados en la bibliograffa, método colorimétrico -
10-20% o mds y 10--20% para el método electroforético (5,
11,17) .

De acuerdo con los resultados obtenido§ en el pre--
sente trabajo se puede afirmar gue tanto en la ANADEVA -
como en la regresién lineal, el mé&todo electroforético y
colorimétrico cuando estin sujetos a niveles altos de -—--—
gluceosa tienen una mejor correlacifn, y podemos decir, =
que el coeficiente de correlacidn cuadrdtico es bastante
bueno, y corresponde al 0.95303, a.parte, el valor de --

Fcal
gresidn es muy superior a la F

de la Tabla de Andlisis de la Varianza para la Re--
crit © Qe tablas 1423 >
3.92, por lo tanto corrobamos cue existe una alta asocia
cibén entre las variables.

Por lo gque a partir de esta informaciénr y con una -
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confianza a2l 95% y una == (.05 rocenos clegir infistin--
tamente cualguiera de 1los cos méteodoes, siempre v crando
sea realizado en las mismar condiciones gue en el rre—-
sente trakajo.




1li. AP ENDICE

Sistema Amorktiguacdor de Bicarkonatos.

Colocar los siguientes reactivos en un matraz aforado de

100 mls.:

Reactivos Cantidad

Bicarbonato de sodio 0.£8 grs.
Carbonate de sodio 0.15 grs.
Adenina 0.0135 grs.
Fosfato trisSdico D.01€3 grs.
Manitol 0.0091 grs.
Glucosa 0.90 grs.
Penicilina Potésica 0.0038 grs.

Sulfato de Estreptomicina 0.005

Aforar con agua cestilada a 100 mls.

Solucidén Salina Isotdnica.

grs.

Disolver 0.85 grs. de NaCl en 100 mls. de agua destilada.

Solicién de Cianuro de Potasioc 42.

pisolver 4 grs. Jde KCN en 100 mls. de agua destilada.
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Solucidn Lrorbliguedora de F

Solucién Concentrada &A.

Disolver 27.6 grs. de fosfatoc s6cico monokidsico {(Vak. Fo,-
H,0) en un litro de agua destilada. (Sol. ¢.2 ). -F

Solucidn Concentreda ©=.

Disolver 28.39 grs. de fosfato s8cico c¢ibfsice (I
£3.62 grs. de Ma HPO,~-7H,0) en un litro de agua 4
(Solucién 0.2 1t éamblén)- Mezclar lcs vélumcnes de
ciones concentracdas cue se menciconan =n el cuzdre
te, y aforar a 200 mls. para obtcner lus valores corres--—
pondientes dec Lh.

mls. Sol. & mls. Scl I. =L final.
19.00 mls. B1.0C rmls. 7.4
33.00 mis. £7.00 mls. 7.1

Solucidn Lmortiguadora de fosfatos-glicerel (Z:8).

Mezclar 10 mls. de Solucidn Amrortiguawcora de fosfatos -~
pH 7.1 y 46 mls. ce glicerol.

Solucidn de &cido oxalico 0.3 N.

pisclver §.712 grs. ce &cidco ox&lico en 100 nls. de agua
destilada.
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Acico Ticharbittrico 0.05 M.

NDisclver 0.1442 ¢rs. de &cicdo tioberbitGrico en 20 mls.
o agua destilada. RAgitar vigorcsamente hasta obtener
lisclucidén conpleta.

Reactivo Cualitativo Ce Benedict.

carbonato e sodic anhidro y 172

Disolver l"O grs. de
en uros 700 -

grs. Gc citrato de sodio (Na,C_ H.C,~2H,0)
N 2°€7577 2

mls de agua cestilada.

Disolver 17.3 grs. ce sulfato de cobre (Cuso, -£i

1C0 mlis. ce agua destilada y vertir esta soiucxén

unos
Afo

en la de carbonate-citrate con agitacidn constante.
rar a un litro ae¢ agua destilada.
Solucidn Lcido Tricloroacético <£0%.

Disolver 40 grs. de acido triclorcacético en 100 mls. d
agua destiladca.

e

£€



Frueba Cualitativa de Benedict.

Esta prueba no es especifice de los azdcares y resulta -
positiva con casi cualquier sustancia reductora, si se -
encuentra en grancdes cantidacdes.

Método.

En un tubo de ensaye colocar ¢.5 mlis. (10 cgotas) ce la -
solucidn a analizar y 5.0 mls. de reactivo cuzlitetivo -
de Benedict. Mezclar y poner a bafio marfa de agua hir—--
wviente cdurante 5 min. DPejar enfriar a temperatura ambier
te y leer:

Color Resultado

Azul liegativo

Azul verdodo Hs (Huellas)

Verde + aprox. 0.5 ce sustancia reductara
Pardo verduzco ++ aprox. 1.0% 7 N N
Amarillo +++ aprox.l.5% v v
Rojo ladrillo ++++ aprox.2.0%" " i
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