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l. I :1 T R O D r• C '-· I ~) .. 

Estudios recientes indican cue los ~6to2os tra¿ici~ 

nales de anilisis de glucosa en sangre, en el co11trol de 

la Diabetes ~cllitus, tales como histor.:.a clír.ico'l, c>:ámer. 

méáico y Ce terminaciones de glucosa en orina y s¿¡_ng;~P., -

tienen un valor lirnita¿c (1-~). 

Las células rojas normales contienen tidcmás Ce L~ -

Hemoglobina mayor (HbA) , alguna~~ fr<:~..:c:i.oncs ;.ien<~'lr•:>s l~Orno 

las Hemoglobinas Glice.ta¿as (llbAl.:i., Ht.~·,_ 10 , " I~Li>. 1 cl, ~::._~-

tas hemoglobinas reprcse.ntan aproxirr:at .. .:lr:1t':!ntl:: el 97'~ 1.-·~ ~ 

la Hb Total, mientras que la l!bh 2 y la hi.JF L•.•i.-'l'"'"'-'c.<:cci:: -

el 2% y menos del 1% respcc~ivamcncu ((-7). 

El estudio de las Hemoglobinas Glicataoas se ha in

cr~men tacio recientemente, ya 1:;:uc, se r:~etccté <:.1 1.1e: su~, r_·r~:_ 

porciones se t.::levan en la Dl..:J.bet·~s nellit:us, en parLic1:

iar, la fracción hbAlc (4-9). Este incremento no cst~ r~ 

lacionaco cc.n lo. ed.:i.C. del p.:i.c:i.ent:•':>, <lut:-Zi.ción de lu. cnfcE_ 

medad, tipo de tL~rapj.a o presencia de compli.cacior:<o:S c.:i.

racter1sticas de la DiabetcE Mellitus (5-1~). 

Por ello es que l._"! detc:r-r,ünaci6n de hox.oglouina. Gl ·· 

catada (HbG) est5 siendo utiliza6a con mayor frccu0ncia 

para el central de la Diabutes M8ll.itus~ La determinación 

proporcí.onc: un í.n0ice de la concentracion prun:eC.i..u ..:.::. 

glucosa en sangre, cvc.r:<;:::>p0nC:.i~1:t·~ o. !ss <.1os o ~res me-

ses precedentes ::1 la Loma Ce muestra, complementando así 

la rutina ele co~:Lrol cor,10 1..:l 1-::r-ueL.::. C.2 ;lucosa en orina 

y 3üngre {1,3,11.,12), 
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La proporción C:.e HbAlc presente en individuos sanos 

es del 3-6% y ~e 20% o más en diabéticos mal controlados 

(1.). 
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La siguiente t:abla resume la u.ctué!l nomcr1<.::latur.u estab.1~ 

cida por el National Institute of iiealth, Diabetes Ddt~ 

Group (1). 

HEMOGLOBINA 

HbA 

HbAlal HbAla2 

HbAlbl HbAlb2 

D E s e R I p ~ r o N 

.Forma mayoritaria de Hh, b-:>tr2.:nc 
ro original, no modificado, con~ 
ti tuído por dos cadenas <=>.:,_ y dos -
cadenas fl). 

El m<Jyur compon~ntG de Hbl\~ ca rae 
terizado por sus propiedaCes crC 
matográficas y electrofcréticas~ 
Modificaciones tales como J.a gli 
cataci6n hace f!Ue exista e:::-.ta -~ 
fracci6n, sin embargo, no :SC! -,~

afecta siqnificativamenb::- laE -
propiedad€s de carga de la pr.·o- -
te!n=:t. 

La fracción cargada méis negativ0_ 
mente de la HbA, modificada pos
translacionalmente. Se detectü -
por rn0todas cromatográficos y -
electroforéticos. 

Diversos componentes de HbA., d~ 
tect~~os por cromatografí~.~ 

Fracci6n formada por el enlace -
cetoamina de glucosñ con un rcsi 
duo de valina terminal de la ca
dena"3. 



Pre-HbA - l.c 

Hemoglobinas 
Rápl.das 

Hemoglobina 
GlicaLa¿e. 

rorma lábil Ce la Hemoglobina -
GlicataGa debido a un enlace al 
C.imina entre la glucosa y un re 
s.id~o de valina de la cadena~-: 

Fracción total de llbA1 , que de
biCo a su carga más negativa, -
migra rápi¿amcnte ill ~nodo C.u-
rantc la electroforesis y que -
cluye primero que HbJ... por cro-
rnat:ograf.:í.a. 0 

Hemoglobina modificada por el -
enl¡1ce de glucoca en la cOC.~na 
o< y /:9 en los residuos term:f na-
les de valina y los grupos 6am~ 
no de los residuos terminales -
de lisina. 
Término genérico para designar 
a la hemoglobina crue contiene -
glucosa u otros cárbohidratos. 
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HEMOGLOBINAS GLICATADAS 

llEMOGLOBINA %Hb TOTAJ" SUB-UNIDAD RELACION DE NATURALEZA DEL LIGANDO 
MODIFICADT, f-"OSFJ\'l'OS UNIDO AL N-TERMINl\.L DE 

POR f'If'!FP.O I.A C/\DENA ~ DE LA Hb. 

1 Hbl'.l'-!.L o. 2 ~ 2 Hexot:~ di.!os fatQ 
F'ructpsa difosfato 
Glucosa-manosa-galactosa 

1 
1 

1 

W:;Ala2 0.2 P¿¡ 1 He:xosa wonofosfato 
Glucosa 6-fosfato 
Clucosa-manosa-galactos~ 

HbA11 jfoAlb o.s o Hexos.:i no fosfo.!:"i.ladFl 
Pro<illcto Ce deaminacJ 611 
de !Ib.i\. 

1 
~1.ucosa-manosa-gnl~ctosa 

l Hb/\lc 4-6 /8 o 1-c1t.•oxy-f:;-D-F ructo.::;.i.1 

IibA1 ¿ _ o. 2-0. 6 P.J o O~D-Glucopira11nn~l 
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1. 2 FORM/,CION DE HEMOGLOBIN;; GLICATl'.DA 

La reacci6n entre glucosa y HbA, es u~ ejenpJ.o ee -
glicataci6n no enzim§tica, la cual es lenta, cont!r:ua e 

irreversible ( 5,7,9,13L 

El eritrocito humano es permeable a la glucosa y C.~ 

rante sus 120 días ¿e vida, an cada uno de ellos, se ~o~ 

ma la EbG o HbA1 , a partir de HbA, a una velocidad que -

depende de las concentraciones de glucosa (2,4,1·1,15,16\, 

por tal motivo, lct determinación de HbA 1 , reflej~ el nr
vel promedio de glucosa en sangre durante las som~nas 

precedentes a la torna de muestra (1,4,11,17,18) ~ 

En la HbG la glucosa se halla atacando al grupo t:f1 2 
terminal (cie un residuo de valina) Ce una o ambas cu.de-

nas ~de la HbA (1,6,11), sin embargo, la HbA puede ser 

glicatada en otros sitios del -f5.n,"1l de l~ c.:idcna ;8, pOL' 

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

La formación de HbG es un proceso en dos et:apas, con 

la formación inicial cie un interrrediario, una Base de -

Schiff de glucosa y HbA, este compuesto lábil, llamado -

Pre-Ale se forma cuando la glucos,"'1 a.taca al grupo NH, · -

t.cz-:.-.ir.aJ. J;:: la vct].ina ae l.a cadena/~ , posteriorrrente e~ 

ta aldimina, sufre 11na reacci6n r..olE:culur irreversible -

para formar iibG (una cetoamina) a través de un ?earr,:;glo 

de Amadori (S,6,13,16,19), o bien ~e Oisocia en glucoso 

y BbA. La probabilidad de que Pre-.i:...1 c se disocie es seis 

veces: ma}·or a que sufra un Rearreglo de> l\..rnadori ( 17). 
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H-C=N-R 

11-Ó-011 
1 

H0-1-H 
U-C-01-i 

1 
H-C-011 

u-t-on 
ii 

Rearreglo de Amadori 

BASE SCllIFF 

H-C=O 

n-d-011 
l 

HO-C-H 
1 

+ 11-c¡:-on 
11-y-on 

Cll 2 0H 

GLUCOSA 

ll-C=N-M 
1 

H-f.'.!-OH 
1 

HO-C-Il 
1 

Il-c¡:-011 

11-<f-OH 

CH 2on 

ALDIMINA 

BASE DE SCIHFF 

11 11 
n-c¡:-N-R 

C=O 
1 

110-C-ll 
1 

11-C-OH 
1 

l!-C-OH 

n-d-on 
1 

H 

CETOJU1INA 

(llbA1 cl 

?li-HH-4;\ 

T=O 

HO-C-H 
1 u-c¡:-011 

H-C-OH 

t11 2oH 

CFT01'MINl'. 

REARREGLO DE 
AMADOl'I 

HbA --~ r§pido ----~ Pre-A1c-- Lento---} HbAlc 
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La producción de HbAla, Iib.t..lb r y HDJ.,._lc, 0s un F:t:t)S~ 

ceso postranslaccional, que ocurre, a lo largo de l~ vi

da de la célula roja, segGn lo ¿emostraron 3un:1 y Fit2g~ 

bbons ( 7) • 

Las HbAlal, HbA1 a 2 y HbAlb, son ur.iones (~e :HJ con -

rnetabolitos de azúcares encontrados -?n ~ . .J..<::. céll:las ro-

jas humanas. HbAlal y HbJl.1 a 2 sor: u:iioncs de Hbll. ccL 

fructosa 1,6 ¿ifosfato y con glucosa 6 fosfato, =~·~pct:t! 

vamente. Mientras que la es tructuru do HbAlb .sr:. de~~ cono

ce, en ésta la modificaci.ó:. es en la caí..!<:na /~;;, p._::!r•::· !10 -

sobre el grupo NH 2 del aminoácido terminal (5). 

La raz6n de que estas nernoglobinas menores se ·:·1~--

cuentren sólo ligeramente aumentadas C!n paciente:::; i:li..1D.:::

ticos, se debe a que las cantidades d0 ~odas las ~rbc. e~ 

tán determinadas por la concentrt?c-1.ón de los .:;1·_verso!:'; -

azGcares en la c~Jula roja y por la vclocidaó a la cu~J. 

éstos reaccionan con d...a HL. De t<:il manera., que sí. 1 ::. ce::.:_ 

centraci6n de glucosa 6 fosfato es d0 1/200 que de ~luc2 

sa, pero su velocidad de reacci611 es diez veces m6s r5~~ 

da que con la glucosn, es de esperarse, qt1e la propor--

ci6n de HbAla2. I HbAlc s0;-t C.e l: 10 1 1·:- cu3l es c0ng;__-0e:n

te· con la proporci6n de las distintas !lbs menores ¿~ter

minadas en una muestra de sangre (5) . 

El hecho de que llbAlc' se acumule dur~nte to¿a la -

vida de las células rojas, explica porque las c§lulas rQ 

jas j6vene~, aisladas por gradiente de concentración, -

cienen DaJaS concen~r~CJ.ones de HbAlc' oue las células -

rojas viejas y ror(_i'...:C p::-~cic;;tcs co:-i célulo.s roj.J.s 2.e COE._ 

ta vida (anemia hemolít~ca). tier1cn mucho menos HbAlc en 

ccmparaci6n con incii•.rid:..;os .sanos (5,16). 
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AZUCAFES DE Ll\ CELULA ROJA HUMANA NOFMAL (5). 

COMPONEN'l'E 

Glucosa 
Glucosa G Fosfato 
Glucosa 1, 6 Di fosfato 
Fructo~a 6 Fosfato 
Fructosa 1,6 Difosfato 
Ribosa 5 Fosfato 

CCNCENTPACION 
( .M) 

41.00 
28 

1.50 
1.0 

5 
1.0 

REACTIVIDAD 
CON 

IIEl"OGLOBINJ\ 

+ 
++ 
o 
++ 
++ 
++ 
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1.. 3 Vl'-,LORE:S DE REFERENCil. 

Una amplia variación se ha rE::FOrtado para dE::t..erminar 

los niveles de HbG, debido en su gran mayoría, a 12 pre-

sencia de cantidades variables de Pre-Al.e' sobretodc.?, en 

pacientes diab6t~cos mal controlados, quienes han presen

tado amplias fluctuaciones de gluco:::;a sanyuír1f;.!<1, y ror lo 

tanto, el nível de Pre-ll_lc' puede ser muy variv.blc. En 

contraste con el nível de Hbl~lc que es estable _ cm~!:::i.u ·

lentamente (17). 

En pacientes diabéticos 1r:al controlados, puede hr!ht:~::

alrededor del 20% de HbA 1 , comparada con el 5-Bi encontt-~ 

do en individuos sanos. Los individues sanos p,resenta_ri ;.r:::_¡ 

lores de 3-7% de HbAlc y de 4-8% de HbG total. Ln lo!.-. C!i~ 

béticos mal controlados la proporción de Hbhlc es de 7 a 

12% coi. nívelcs de HbG to"al de 10-20% (5,ll,17). 

PORCENTAJES DE Hb TOTAL (5). 

HEMOGLOBINA PORCENT!'.JE DE Hb 

NORMAI, DIABETICO 

Alnl o .19~ 0.02 0.20 : 0.03 

o .19:':. 0.40 0.22 : 0.04 
Ala2 

Alb o. 49! o .15 0.67 :!: 0.30 

A1c 3. 30:!: 0.30 7.50 :! 2.00 

" 96.00 so a 90 
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1-. 4 ME'.VODOS DE DETERMINACION DE HbG 

Cromatografía Ue Intercambio I6nico. 

E.ste es el método más extensamente utilizado en los 

laboratorios. El principio en el cual se basa este méto

do es que la mayoría de las especies de HbG, incluyerido 

ilbAlc' est&n menos cargadas positivamente a pH neutro, -

en comparación con HbA0 , por lo tanto, HbAlc' HbAlb y -

HbAlc, el uyen pJ:j.mero que la fracción principal de HbA, 

la Hbl;.0 , al usar amortiguadores con di.stinto prl. De tal 

manera, ~ue los porcentajes de ellas en la Hb Total pue

den ser determinado!;!: por cspcct:ofotornetría (1,7,17,19}. 

Algunos métocios s6lo separan HbA1 · (HbAla+lb+lc) de HbA
0 

(l,4,5,7,9,19) .. 

No obstante, ser un buen método, el tiempo de crom~ 

tografía es largo para poder ser aplicado rutinariamente 

a gr~n esc~la (7-15). A parte de ello, la reproductibil~ 

dad técnica depende en gran medida de la fuerza i6nica,

y temper~tura (4) . 

Cromatografia de Líquidos a Alta Presión (HPCL} . 

En general, los méLodos de cromatografía a alta pr~ 

si6n muestran excelente correlación en el an~lisis de -

HbG y permite, una rápida separaci6n de IIbAlc de los --

otros componentes menores de HbA1 (21) . 
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Cornúnrr.ente se. usa un sistema C:e dos 2!.r..ort.i.gueiC:orr;.s. 

La absorci6n del eluído es controlad& con~ínua~c~ce per

mitiencio cüantificar caca coraponente {1,15,20,21,22) 

Este métoCo puede ser completa:r..en.t.e autorr5.tico, r.cr 

obstante las ventajas, HPCL requiere ~eticulosas técni-

cas de laboratcrio para lograr y r¡,antcncr 6[-'ti.r:·os resul 

tados, adern&s de ser muy costoso el equipo que s~ re--

quiere (l,7,15,23). 

Para. los métodos de cromatografía señalaGo::; cxJ.s--

ten factores que afectan los resulta¿os, entre ellos se 

encuentran los factores propios ¿eJ. anSlisis y a0uellos 

que se relacionan con algunas característica~ ~e 1~ --

muestra (l.). 

Los factores de anál.isis incluyen tempcr3tura, rlI; 

fuerza iónica y tamaño de la columna ( 1, 16, 17) . 

En relación a las características Ce la rrucstr~ -

se encuentran. 

Interrr.ediarios lábiles. 

El compuesto lábil Pre-Aic sufre una reacción mo

lecular irrever!:iible para formar E.t:.G / o se disocia en 

glucosa y HbA. La proporción de este ir.termediario de

pende de la concentraci6n de glucosa, por lo tanto, en 

la cromatografía de HCG, puede existir un falso incre

mento en los resultados de HbAlc' por lo que eebe eli

minarse el intermediario antes del c.nálisis (1,17). 

Anemias Hemolíticas "'.!- Err.ba!:a::.c tienden u CLsmL-.u:I..:r. 

los resul.tados de HbG (l.). 

Hemoglobinopatías .. 

Diversas variantes de !-lb se asocian con el incre

mento o disminuci6n· de los valores Ce F.bG, C.epenC.ier..do 

13 



¿e l~s característ:icas de carga de la partícula varian

te. La !ibr eluye con las hemoglobinas r~pidas incremen

tar.cio aparentemente la concentración Ce HbAlc sobre HbI-i.1 

{ 1, 7, 16, 17, 19, 23). En el caso de llbC y HbS disminuye -

falsantentc los resultados cle la determinación (1,7,16). 

Interferencia de Sustancias. 

En presencia üe altas cor.centraciones de triglicér~ 

dos o tilirribir.ils aumentan falsamente los rcsultaC.os de 

&bA1 y UbAlc (1). 

Enlaces o un.i6n de lo bb con otras sustancias que -

no son glucosa. 

Varias sustancias aparte cie azúcares pueden unirse 

a la Hb, alterando así, sus c.;:tracterísticas de carg-a .. 

Estas uniones cluyen jun.Lo con la~ Hb menores aumentando 

los resultados del análisis. Esto incluye situaciones e~ 

rno aóicci.6n 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 -

aparenterncn te elevados, no obstante una tolerancia nor-

rnal 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 Hbl\la+b tienden a incrementarse dependiendo -

de la terr.peratura y el tiempo. Hh~-lc s61o se afecta lig~ 

ramente, de tal modo, que los métodos que determinan HbA1 
presentan valores aumentados~ sí las muestras no se n]m~ 

cenan correctamente (1,7). 
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Afinidad Cromatográfica. 

La afinióad cromatogr&fica es un méto~o para separar 

granó.es moléculas con base en su estructura q:uímica. 

La fase estacionaria, la cual esta e~pdqueta¿a en 

una columna, es una matriz insoluble, semejante a la cel~ 

losa o agarosa, con un ligando apropiado. Cuando la fase 

m6vil, conteniendo las sustancias a separar, se pasa atr~ 

vés de la colwnna, las sustancias se separan de acuerdo a 

las diferentes interacciones con el liganCo. Pñ.rn li'.1 Cll'3_!2, 

tificaci6n ae HbG la matriz m5s emplcaCa es agaros¿i y el 

ligando ácido m-aminofenil borónico. De esta manera las -

HbG al contener los grupos c:is-diol en la uni6n con l.J. 

glucosa, forma anillos complejos con el ácido bor6nico -

(1,4). 

El hemolizado se prepara directamente c.:on sangre to

tal, o paquete de -.eritrocitos, y se <lplica a la cclu!1mn,

para lavarla con dos amortiguadores diferentes. El primer 

amortiguador eluye la fracción no glicatada, la cual no -

posee grupos cis-diol y por lo tanto no se une al ácido -

bor6nico. La otra porci6n rica en IIbG se eluye con el se

gundo amortiguador que comúnmente contiene sorbitol, un -

azGcar-alcohol que desplaza la nbG de la columna (l). 

Actualmente existen en el comercio Kits que ~ontie--

apropiados (1,7). Los an~lisis, sin embargo, son sensi--

bles a las cargas menores debido a las propieda&es del 

gel tales como concentraci6n del ligando y en especial -

presenta gran depenC~ncia a la temperatura. 

Tales sistemas sen ca:::-os, y por lo t~nto, .s61o son -

15 



convenientes para láboratorios que llevan a cabo gran nú. 

r:.ero de determinaciones. 

Los análisis ~resentan pequeRcs efectos en relación 

al manejo y almacenamiento de la muestra. Las bases de -

Schiff, intermediarios lábiles no interfieren, tampoco -

lo hacen las hemoglobinopo.tías, ní HbF, ní las uniones -

de Hb con otras sustancias ~ue no sean glucosa (1,4}. 

Los resultaüos correlacionan bien con los métodos -

calorimétrico del .he ido Tiol>arbi túrico (TBJ\.) e intercam

bio i6nico. 

Recientemente se han propuesto métodos de afinidad 

cromatográfica, en los cuales, las muestras se recolec-

tan en capilares y papel filtro para su análisis, sin e~ 

bargo, su uso aún es muy limitado (20,24,25,26). 

Electroforesis. 

El más reciente método de análisis, para la Ceterm~ 

naci6n de llbA1 , es la electroforesis en aga'r, que está -

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 fé , sitio blanco para la glicata

ción. Por tanto, al usar un método de· agar con alto con

tenido de sulfatos, la HbA será adsorbida, pero no así. -

la HbA1 , la cual Li~n~ el 1;-teLrninal ccup~do con un res! 

duo de glucosa. El movimiento através del gel, por elec

troforesis, separa las fracciones glicatadas de las no -

glicataCas, lo cual perreite la determinaci6n densitomé-~ 

trica de las bandas (1,11). 
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La presencia Cel intermediar ir:-· ldbil, :-2ner:d.rr:cnt.e 

no interfiere con la interpretación Ce le~-- .níve.l_,'"'s de -

HbA1. Cuando se requiere por eje~plo, en ~acien~es con -

altos n!viales de HbA1 , o en nifios con grancles fluctuaci~ 

nes de n!veles de glucosa en s.:ingrc, el i.nter:r.eOiario -

puede eliminarse f~cilmentc cor: la incubación dC:>. los er..!:_ 

citos en soluci6n fisiol6gica (4,7,13,19,27,¿8). 

Los valores éie HbG son exprcsaGos como· un porcenta

je de la Hb Total. Los valores de rc:ferencia reportaCos 

por Gelman Sciences con el método electroforético, es de 

aproximadamente 7-12% para la EbAlc y de 10 a 2oi para -

HbA1 (HbG total) en pacientes diabéticos no controlaCos 

(11). 

La glicatación de la Hb ocurre d1Jrante los 120 días 

de vida del eritrocito. Por tanto, los niveles de EoC rs_ 

flejan un promedio de los niveles de glucosa sangl1ínca -

durante un período de 3 a 4 semanas, pequeñas fl~ctuuci~ 

nes no son detectadas por los níveles de Hb¡.._1 , perc: sí .

cambios prolongados por más de una semana (11). 

Entre las ventajas que presenta el métoCo electrof~ 

rético en relaci6n con los otros métodos existentes para 

la determinación de HbA 1 se pue_de mencionar; 

Variaciones peqµeñas en el pH, fuerza iónica o tem

peratura no afectan la determinaci6n (1,4,11,12, 18,29,-

30). 

Las determinaciones realiza¿as por electroforesis -

correlacionan bien con otros métodos, por ejemplo HPCL,

Crornatografía en Columna cie Intercambio Iónico (12,18). 

El método electroforético prororcior.a una presenta-
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Las características de migración electroforética de 

lib.C... y Ebl-..
1 

son csql_¡ematizaCc.s a continuaci6n: 

L ill -· 

Fig.A Esquema que representa el 
corrimiento electroforéti 
co en forma de bandas de-. 
libil y HbA • 
(POA = Pu~to de aplicación) 

¡---
Fig.B 

(93. li)-

Tt>.'9s"l 
-- --~-~---· ~ 

Lectura densitométrica 
del ejemplo mostrado en 
la Fig.A. 
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ci6n visible y t:ermanE.nte Ce l1. 0 y A1 , separación que es 

fácilmente me¿ióa (11,30). 

La Oeterminaci6n no se afecta por concentraciones -

de triglicéridos (1,18,30). 

Cuando la muestra no se analiza el mismo día de la 

torna de muestra, se pueCe almacenar en forma ¿e hernoliz~ 

do a 4°C hasta por tres días, para evitar colapso de 1~ 1 
sobre A0 ( 12) . 

No existe interferencias de HbS 6 C (1,11,18,29). 

En caso de alguna hernoglobin0patía !lbS 6 HbS se se

paran en fracciones distintas, a saber, A1 , s 1 , A 0 y So 

6 A
1

, c 1 , A 0 y C,segfin el caso (4,29). 

El m~todo electrofor6tico e~ sencillo, rápido y r0·· 

quiere s6lo una pequeña habili.dad técnica (12). 

El análisis requiere equipo específico y relativa-

mente caro, pero puede analizarse muchas muestras en un 

pequeño período de tiempo dado (11 1 18,30). 

Uno de los inconvenientes en el uso del método ele.s_ 

troforético es que la precis i6n es l.igerament-2 menor que 

la obtenida por métodos cromutográficos (12). 

Potencial Isoeléc~rico. 

Es un tipo especial de electroforesis. que mediante 

el uso de geles de poliacrilamina separa las her.:oglobi-

nas de acuerdo a su punto isoeléctrico (1,4,17,19). El -

hernolizado se somete a una corriente eléctrica en el gel 

preparado para tener un gradiente de pH .. El gr;adiente de 

pH se logra mediante acarreadores esp~ciales 11 anfolitos 1
: 
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Cada com¡;onente de Hb forma una banda única en el -

gel en su punto isoelétrico específico (7). 

La HbA1 c forwa una banda bien definida y delimitada 

de HbA 0 y de ctros com¡:onentes menores de la Hb. Las he

moglobinopatías no afectan los resultados, pero s! Pre-

A1c (7,19,24). Los resultados correlacionan bien con --

otros métodos (1). 

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

con frecuencia. 

Método Calorimétrico. 

I:l método colorimétrico más extensament~ utilizado 

es el Hidroximetil.furfural (P.MF) o Método del Acido Tio

barbitúrico (TBA) (1). 

Fiückiger y Winterha1ter (17) realizaron una deter

minación calorimétrica de HbG, tomando en cuenta, el he

cho de que cuando se somete la HbA1 c a una ligera hidró

lisis ácida, se libera 5-HMF de la proteína, que al com

binarse con ácido tiobarbitúrico (TBA), forma un produc

to colorido con un pico típico de absorción a 443 nm (1, 

5,7,16,17,31). 

Este método se ha adaptado para uso rutinario y qe

neralmente de resultados confiables (17) que correlacio

nan bien con otros métodos (31) -

El método del TBA tiene varias ventajas sobre los -

métodos de cromatografía y electroforesis. Debido a que 

es específica para la uni6n cctoamina, y no se afecta -

por la presencia de HbF, hemoglobinopatías y modificaciQ_ 
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nes postrasiacion~lcs de la Hb con oLras sustancias, y -

lo más importante, por la fr·acciúr .. P!:"e-1'~.Lc· Por lo t:?ntr_;, 

no es necesari.a la preparución Oc.l f·,err.olizado excent.o ele .. 

Pre-Al.e (8, 16,17). 

Una desventaja ócl. m€todo as q~e puede resultar va

lores falsos alt.os debiCo a 1¿1 forrr.-::ición Ce ~·-E!\F a par

tir ee la condensación de glucosa l~bre en altas concen-

traciones con hemoglobina (17), sir~ embargo, la glucosa 

libre que interfiere, se elimina bajo condi cio!'11~s ct.~ida

dosas de análisis (1). 

Se desconoce si HbAial y i!bA 1 a 2 l' las fracciu11cs 

HbAlb son codeterminadas con este r.~étoao (4). 

Un inconveniente ad~cional, ~~ sue An los nn~li3is 

de libG, las ur.idades I'.'8portac1a.s son diferentes cie 1.,2bor~ 

torio a Laborator:i.o. Pe):::_- ejemplo, nonoff,olcs de li.MF por -

mgs C..e Hb o cquivaler.tl.~S de fructosa por mg. de i!b. Di

ficultando así compar<lr resu.ltaCcis ée dos laboLato.rio:::;; -

distintos (1). 

La reacción ecl TB~ es especifica para la determin~ 

ci6n del ligando carbohidrato-resiriuo de proteinu. 

En presencia de ácido oxá~ico, el cual prorr,ucve L:1. 

Rearreglo de Amadori, el equilibrio está dado hacia la -

forma cetoamin3, que al sometersf-J a calentamiento se de~ 

hiArata pro6uciendo la liberaci6n do 5-!I~F. 

Radioinmunoens;:iyo. 

Se ha~ realizado otros esludios para la determina-

ción de UbAlc. ?·:oor et. a 1.1. ( i't) incluyen un análisis de 
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H H H 
H-C=N-P H-C-N-H g:_N-R !1-C=O 
H-C-OH g=o ··-g' HO-é-H ¡.¡+ no- -H 

,(;. '1-~ ¿ ;;_~ + P-NH2 H-~-OH H-C-Ol! !!- __J 
¡¡- -CJH Rearreglo Ir-C-OH 

-3 H
2

0 e 
H- -OH H-~-OH H-~-OH H- -OH de 

h H l\.'Cadcri 

D.11.SE CETOA!·1INA B.11.SE 5-HHF 
DE (HbAlc) DE 

SCHIFF SCH:tl'F 
DE 

5-HMF 

Liberaci6n de 5-HMF a partir de una Base de Schiff, 
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radioinrnunoensayo y análisis espectofotor:1ét.rico que se -

basa en los car.i.bios Ce absorción pre.;;;c-nt.cs cue.nCo 12 !!!:: 

esta ligada a polifosfatos org§~icos. L~ experiencia 

pr~ctica con este r.1ét0Co· es aún mu::/ limita da í 17) . 

Por otra parte, Javid et al.i.. (7) llevaron a cabo -

un m€todo cie radioinmunoensayo, con lu obtencian da antt 

cuerpos Anti-l'"lc en carnero, sin e:r.>.bargo, el f"ét:·)do no -

se haya aún Cisponible comercialn'.ente: (4). 

Selecci6n del Méto<l0 de An5lisis. 

Con el _gran número de r:iétodos de 

disponiLles, hoy en d!a, puede ser díficil seleccionar 

uno apropiado. Existen grar.dcs C.ebates conccrnJ°.ent.c.:> ;:..¡ -

los méritos relativos a cada método. Sin enlbargo, c.:'..C:a -

uno de los métoc.los posee ciertas ventajas y desventajas, 

ninguno es consideracio el "mejor''. Todo~ los mGto¿os --

ofrecen información clínica compa::-a!.:ole sí se reali'.:'~an -

adecuadamente (1,32). 

Para cada laboratorio la elección del método depen

de de varios factores, incluyendo costos, nfimero de mue~ 

tras a analizar, detalles en el manejo de la muestra y -

características Ce la ~oblaci6n de pacientes, ror ejem-

plo predominio ¿e hemoglobinopatfas (l,16). 

Frecuencia ¿el Análisis. 

Para uso de rutina clínica la determinaci6n se deb~ 

rá realizar cada 3 ó 4 semanas. El an.2.lisis no es útil -
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pare. el control diario de glucosa, por tanto, no reempl~ 

za 10s an&lisis de glucosa en orina y sangre (1). 

Sin embargo, cambios significativos en el control. 

<.:.e la glucosa puec.ien dctectürsc más rápidamente determi

nanc;o :lbC:. Por ejemplo, un c,:i.mbio plasmático de glucosa 

de 300 mg/Cl (un nível no raro en la wayoría de los pa-

cientcs ~iabéticos) a 100 mg/dl. se asocia con una dism~ 

nuci6n de la concentración de: HbG, alrededor dP.:l .1% en -

una semana'./ ele 31. 6 mils durante ur. mes(l). 

Los valor1~s Lle IIbG se deben obtener con intervalos 

de 2 a 4 semanas en situaciones clínicas corno niabetes -

Gest.acional o después de cambios significativos en la te 

rapia ( 1). 



~·ri.Ecrs:o!~ 

Cl'O."~ATQR,"1r'I l• 

Hicranlmn.'1.a 
Intercwrb:f o Our>n•"l 
I6nico 

HPCL Excelente 

ELI:CTROFOP.ESIS 

l.Dl a.o¡¡arosa Duona 

Potanci al 
rsoallictr1co Buena 

COLORH!i'.TPr..:o !l•tann 

AFrN::-OMl Du1.1na 
CROMATOGRAFICA 

(::;:.:po~;E:i':'E:::i 

DL'l'I.:RMINJ\DOS 

HbA1 , UbAlc 

ilbAlc'HbAla+b 

libA1 

libA1 

( ce~~:~1nM l 

1JbA1 (Enlaces Cis-Oiol) 

S! 

S! 

S! 

S! 

No 

¿No? 

INTZPF:CPJWCIA POP 

UEMOGLODI 
tWP/.TI/\5-

S! 

S! 

Ho 

No 

No 

No 

t.r~1xom::s 
iib-?lo glucosa 

S! 

S! 

S! 

¿No? 

No 

No 

COSTO 
E:Ql'IJ'O 

i-:o'30!rcdo
Alto 

Alto 

Modorado 

l>'o~eri'ldo
Alto. 

Da jo 

Moderado -
Alto 

El .anál.is1G se cfc.ct.·ii.' 
por camb1os df~ pU, y -
tcMperilturn. Lc11 r.:!sul 
taéos se aumentan po?" 
Prc-11., , en casos de -
urenoiaT alcoholfsmc,.:il 
tas aoais de Aupir1n¡:,,
y condicionas de alrnn
cenamiento c!el hen:oli
zado, 

Lo• reault11doe ª"ª ---
:=e;~:~o p:~r P ~~7~f~;: 
dn por 1ncl~bitc:i6n an -
sol. salin.::i. 
Las condic1onen de h1-
drdl1a1a so deban cui
dar para la alta prec1 
oidn • Lao mueat.l.·.:1.u =
son muy estAbles duro.i:._ 
to su cilm.:icennm~anto -
con:o horr.oli:a.do. 

Las c11r11cter!11tica.11 dd 

~~¡c~~!~~l ll~~~:r:!df: 
~!~f~~~;AAR'~~:~~o!n~; 
lc:s. Las mues trao aOn -
cstc"lblca al almacenaje.. 



1.5 A p L I e A e I o ~ e ~ 

Val.or de la información pro¡;orcionaCa r·or la determinación. 

Aunque no es posible determinar con precisi6~ ffiatc~á

tica la relación, entre las concentraciones de I!bG y la -

concentraci6n óe glucosa en plasma, varios estudios indi-

can la existencia <le una relación lineal entre aMbns, te-

niendo en cuenta que el valor de HbG, es más bajo que el -

promedio de glucosa plusm~tica (1). 

Cada cambio de 1% de HbG representa a su vez un cam-

bio de 25 a 35 mg/cll en la glucos¿¡ r·lasmática (1). 

Ur. valor normal de HbG indica, que en promedio la co~ 

centraci6n de glucosa plasmática durante las semanas prec~ 

dentes e incluso meses, estuvo dentro de los límites norm~ 

les. El resultado de la prueba, no obstante, no indica la 

existencia debido a perfodos de hi20 e hiperglucemia (1). 

Diagn6stico de Diabetes l'-!elli tus. 

Una impnrt~nt~ §reR de ~pl.icaci6n en la determinaci6n 

de HbG, es el diagn6stico de Diabetes Mellitus. Comúnmente 

suelen emplearse para el diagn6stico determinaciones corno 

glucosa plasmática en ayunas y /o curva de tolerancia a la 

glucosa, que en algunas ocasiones muestran resultados fal

sos positivos, aáemás de re~uerir esta última, una prepar~ 

ci6n previa del paciente antes de la toma de muestra (1,5, 

i6, 35, 36). 
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El uso de la llbG para el diagnótico requiere recole-~ 

t?.r sola1:1en te una muestra cie sangre a cualquier hora Cel 

día, sin considerar el tiempo de ingestión de alimentos -

(1,16,36) -

Con el empleo de la HbG es posible, ahora es timar -

más exactar.iente y con mayor grado de sensibilidad la pre

sencia <le intolerancia a la glucosa, particularwcntc en -

los casos límite (lE,36). 

Dada la inexactitud Ce las Ceterminaciones urinarias 

y la pobre cspecificidañ de la sintomatología, así como -

de la es?orédica y al azar Ceterminación de las r.oncentr~ 

cienes de glucosa sanguínea en ayunas, en la que esta úl

timu súlo r;-:pr:oscnt.:! la medida de puntos simples en un 

tiempo dado d0 los contfnuos y constantes ca.Il'bios de la 

glucosa e~ sangre de individuos diab€ticos (J,16). El em

pleo de la determinación de EbG proporciona un índice de 

la concentración promedio de glucosa en sangre 1 dicho índ.!_ 

ce no es afectado por cortas fluctuacjones (en tj_cmpo) en 

la glucosa sanguínea y por consiguiente refleja de manera 

relativa.mento precisa el control de la glucosa sanguínea 

en la Diabetes ~ellitus, durante los 3 6 4 meses precede~ 

tes a la tor.1a de muestra (2,5,37) -

La detcrminaci6n de HbG es muy útil en situaciones -

no poco frecuentes, en las cual.es, la impresión clínica -

sugiere un satisfactorio control diabético, y no obstante, 

los valores de IIbG están marcadamente e.levac.io!:;, eslo a~·u-· 

daría a evitar carrJJios inz..C!ecuados en la terapia que con 

seguridaci deteriorarían la salud del pacl.ente ( 2, 10) .. 

También se ha considerado de uti1idad en la Diabetes 

Gestacional que es una frecuente compl.icaci6n durante el 
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embarazo, dicha ulteraci6n del ncel-abolisrr.o ocasionü. rr:acr~ 

somía fetal, es por t.al. moti va c;:uc la Ceter:r..·i nación dr:~ -

HbG es err.pleada como un indicador ci0l control durante la 

Diabetes Gestacional (38-41). 

Uso de HbG para establecer objetivos de atenci6n. 

Varios estuCios sugieren que el graCo de hj~erglucc

mia crónico es un importante factor de riesgo para el Le

sarrollo de las complicaciones diabéticas, es por ello, -

gte el nível de hbG 0.eberá fii;u~ar como un objetive d2 

atenci6n dentro de la atenci6n integral en el control de 

la Diabetes Mellitus (1). 

Desafortunadarr.entc este objetivo no es realista para 

todas las personas con Diabetes ~ellitus. Para la m~J.yoría 

de las personas con Diabetes Tipo I (InsulinodependLc?.ntes} 

los esfuerzos por conseguir una proporción normal de abe;, 

puede ocasionar .::>erios cuadros de hipoglucerriia. S.in ernba.E. 

go, muchas personas con Diabetes Tipg I bien motivadas, -

pueden con toda seguridad conseguir y mantener valores de 

HbG, dentro del 0.5-2% en relaci6n a los valores normales 

(correspondienc10 tales valores a una concentraci6n prome

dio de glucosa en plasma menor Ge 150 rng/dl. (1,2,4,16, -

-12). 

En pacientes que no requieren inyecciones de insuli

na o s6lo requieren en pequeñas dosis (menos Ce 0.5 Unid~ 

des/Kg P.), los valores de HbG más próximos o dentro ce! 

rango normal, son consicierados metas realistas (1,2,4,16, 

42) • 
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De es ta manera 1 la UbG proporciona una estimación -

objetiva y exacta de la ef~ctividad de la terapia diabé

tica y pucCe guiar para el mejor control Ce la Ciabetes 

.Mellitus .. 

~a éeterrninación Ce HbG puede ser realizada para r~ 

fazar la atención óel ~aciente diabético, puesto que el 

resultado ¿e este análisis proporciona a cada paciente -

un panorama general Ccl objetivo o logro alcanzado con -

el tratamiento dictoterapeút:ico seguido. Como los pacie!:_ 

tes se comienzan a familiarizar ccn lü información que -

les proporciona la determinación, presentan un mayor in

terés por los resultados e alcanzar (1,2). 

t!so de la HbG corno un indicador para evitar las CO!!!. 

plicaciones en la Diabetes Mellitus .. 

Lu. C:eterminaci6n <le HbG puede ser útiJ_ para respon

der a una <le las preguntas fundamentales en el control -

de la Diabetes Mellitus, en relaci6n a que las complica

ciones más frecuentes en la Diabetes están relacionadas 

con el grado de control de la hiperglucemia (17,27). 

Distintas investigaciones han establecido el hecho 

que altas concentraciones Ce glucosa son determinantes -

p.a..La. .::.1 dc:::.:ir:::-cll.o Ge J,-;,R complicaciones más frecuentes 

en la DialJetes, como son l.as-nefropatías, rel:.inopatías,

neuropatías y arterioesclerosis, aumentando los índices 

ce morbi-mortalídad en la población diabética (16). 

El riesgo de las complicaciones diabéticas es redu

cido por un buen control de la glucemia {4,10,16,27). 
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Cabe sefialar, que las mismas reacciones químicas, -

que se presentan en la glicataci6n ¿e la hemoglobina, -

pueden causar modificaciones si~ilares en los tejiC.os -

comprometidos en las complicaciones de la Diabetes ."•1elli 

tus. Numerosas prcteínas ademéis d3 la her..cglobin.a, son -

mod.ificadas por glicat.ación. Ej:err!plos ir.cluyen :=:rotcín'1s 

de la meMbrana Ce la célula reja, albúmin;:i., otras prote.f. 

nas sgricas, col&gcno y cristalino. Dichas rnodificacio-

nes causan efecto sobre el comportamiento funcional ü.cl 

tejido modificado y teniendo en cuenta su car~cter irre·· 

versible el efecto será acumulativo {6,8,17) -

De tz~l manera, que l.:i l!bC e::: t::i. C;,til l:-.o.:2e::.::....::. -.:~ ;_:l.i.-

cataci6n ~o enzimática ¿e otras proteínas cue pueden es

tar implica.das en las complicaciones cró:..icas de !~~ F'r-.-

fermedad (4, 5). 
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2.0 Fl.71ID/.I~-;7ACIO:< DE LA ELECCION DEL TE!AA 

Investigaciones recientes indican que 12 Hemoglobi

na Glicataria estS sicnCo utilizada con mayor frecuencia 

para el control Ce la glucosa sanguínea en pacientes di~ 

bétfcos (l-3). 

1:1 término · Hen:.oglobina Glicate..da '1
, se refiere a la 

unión G.e Herr".oglobina A y glucosa, a través de una rea--

cción no enzimática, contínua, lenta e irreversible que 

depende Ge 1 as concentractones de glucosa sanguínea y -

que se lleva a cabo a lo largo de los 120 dfas de vida ~ 

de la c~lula roja nor~ul {1-3), 

La Ueterr:ünaciún 0e la ficmoglobJna Glicatadu, pro-

porciona un índice de la concentraci.ón promedio de gluc~ 

sa sc!nguínca durante los dos o tres meses precedentes -

(l, 3, 4, 6, 8, 9}., per.Iü.iticndo de tal manera, junto con J.2s 

pruebas de glucosa en orina y sangre, evaluar el estado 

metabólico iie lo.s paci\_:nLt:s diabéticos (1,2,6,9,11). 

El cor.iponenLe Ce la Hemoglobina, útil en relación a 

la Diabetes !-lellitus, es la fracción Hbr"'\1 c, que es el -

más abunCante de los componentes ~inoritarios ae la Rem2 

globina en los eritrocitos humanos (3,6), dicha fracción 

HbAlc' se forma por la unión de la glucosa y un grupo UH 2 
terminal de un residuo de va lina Ce una o anihas cadenas 

~de la HhA, (1,2,3,6,7.}, a través, de una unión cetoa

rnina (3,6,7,8). 

DepenCiendo del método de análisis se ha reportado 

que la proporción de HhA1 c es del 3 a1 6% en personas s~ 
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nas (6,7) y tlel 61 al 20% o más en personas diab€ticas -

(1,2), con respecte a la Hemoglobina Total, si.n e~)argo, 

se J~ace necesario.establecer los valeres ¿e referencia -

en la pobl.:1ci6n .mexica.:1u. 

La deterrriinaci6n de la HemcgJ obina Glicata;'.a posee 

importantes áreas de aplicación cor.:o por ejcrrrFlo: 

Diagn6stico de Diabetes Mellitus. 

Evaluación del control glicémico en pacientes Giabé 
ticos, principal rrentE er, aquellos COI"' tc::.Y-c.r:i~.,""! j n:; 1.'::

linica, a fin cG efecluar las rredi¿~s correctivas -
en dicha terapia en caso de ser necesario. 

Detección oportuna del mal control en c,,ial"'&tico.s -
aparentemente bien controlados, para evitar las co!2 
plicaciones más frecuentes. 

Control ¿e DiabeLes Ge~tacioPal (1,3,4,S,l1). 
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3. O PLANTEl;~'IE:-l'.r0 DEL P RCELEt'J, 

. Debido a la importante información que proporciona 

la .Uemoglcbir..a Glicata¿e corro cr. indicador seguro en el 

control Oc la glucosa en pacientes diabéticos (1-5,B,9,-

11), es n1;;cesario establecer los valores de referencia. -

y por ello Cebe contarse con el (los) método (s) de anfi

lisis óptimo (s) de acuerdo, a las necesidades y condi-

cicnes con las que cuenta el Laboratcrio de Análisis Clf 

nicos. 

_Existen Giversos métoCos para la determinación de -

Hemoglobina Glicataóa1 entre los cuales se encuer.tran --

(1-3,5,60)' 

. Métodos basados en la diferencia de carga: 

-Crcmatc~rafia de colurrnc de intercambio i6nico. 
-Crcm.;itcgrafía dG líqt::.idcs a alta ¡::rE:s~ón. 
-Electroforesis. 

Métoóos basados en la reacti'\~idad química 

-Métod0 colcrimétrico del AciCo Tiobarbitúrico (TBA}. 

·Métodos basados en 0.iferencias estructurales. 

-Afinidad crornatográfica. 

De acneró.c con bibliografía reportada,todos los mét2_ 

dos ofrecen informaci6n clínica comparable (1,3,7,8). 

En el presente trabajo se eligieron los m€todos de 

electroforesis (2,5) y el colorimétrico del ácido tiobaE 

bitQrico, con el fin de evaluar el máa adecuado dadas --
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las condiciones y necesida¿es del Laboratorio, dc acuerdo 

.a factores tales cort;o, núr.:ero de rr.ues tras a analizar, Cc

talles inherentes al manejo de la rr.uestra, característi-

cas Ce la poGlación, costo; a su vez q~e se determinan -

los valores Ce referencia .. 
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4. O D J E T I V O 5 

.l.- Bvaiuar la sensibilidad de un métoCo colori

métrico (TD/\) corr.parado con un método elec-

troforético para la medición de HbAlc en el 

Laboratorio Clfnico. 

Z. - Determinar los valores cie referencia de !Ibl\lc 

para awbos métodos (calorimétrico y electro

forético) • 

3 .• - Determinación de HbAlc en pacientes diabéti

cos de diferente tiempo de evoluci6n, como -

un método óe control al tratamiento de la -

Diabetes ~ellitus. 
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5. H I P O T E S I S 

Sí la iéiosincracia y el tipo Ce alimentación 

del pueblo mexicano, es diferente a la de --

otras ciudades, donde se han realia:rlo los es

tudios ¿e valores de referencia para Hemoglo

bina glicatada en inCivióuos Ciabéticos, al -

emplearse los métodos colorimétrico y electr.9_ 

for€~ico para la determinaci6n ¿e este com--

puesto en pacientes diabéticos mexicanos, en-

tonces, obten¿remos unos valores de referencia 

especifícos para la Ciudad de México. 
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6 • ¡.;¡,TERIAL Y EQUIPO 

tJla.terial Oiol.ógico .. 

1.00 rr,uestras de sangre total de individuos sanos. 

150 muestras de sangre total ¿e individuos diabéticos. 

Balanza Granataria Chaus Cap. 5 lb. 
Balanza Analítica Hettler Mod. USO 
Centrífuga Solbat Moa. J-12 
Estufa Riossa Mod. EG 
Autoclave 
Agita¿or Vortex-Genie 
Baño María Riossa Mod. MT-4 
Spectronic-20 Bauusch-Lomb 
Refri~erador American 
Fuente de :;oder 
Eliminador de picos de vol.taje 
Equipo Ce electroforesis Gel.man Sciences 
Densit61netro Quick-Scan Helena Laboratories 

M.aterial é.E::. vidrio .. 

Tubos Ce ensaye 13x100 
~ubos de ensaye 13x100 con tapón Ce baquel.ita 
Pipetas graduadas de 0.1, 1.0, y 2.0 mls. 
Pipetas pasteur 
Matraz aforacio de 100 y 1000 mls. 
Laminillas de viñrio 
Vasos de precipitados de 250 y 500 mls. 
Tubos capilares 
Probeta de 100 mls. 
Frasco áe vidrio capacidad 5 lts. 
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Peactivos líquicios. 

Tetrac..lori...ro c.:e carbono ~-3k<::r 

Aci<i.o ac~tico Baker 
Glicerol B'-1.};er 

Reactives sóliCos. 

Acido TiobarbitGrico Laboratorio ¿e Investi0aci6n -
Qu!mica Org¿nica rr:EP ~aragoza 

Glucosa Baker 
Manitol baker 
Citrato cie sodio Bakcr 
P.cié.o o:-:5.lico .iJdke.r 
Acicio tricloroacltico Baker 
Cianur0 de potasio llaker 
Fosfato trisédico ~1crc~ 
Fosfato ~6di~c ~lc~cb&~icu l•rot1. 0~ira. ~·onterrcy 
Fosfato s6dico dibisico LJaker 
Sulfato Ge cobre Baker 
Carbonato de sodio anhi¿1:0 ~:ere~ 
Carbonate ae sodio Mcrck 
Aüenina Sic3n:a Ch8.mical 
Penicili11a Lak6side 
Estre~to~1icina LaJ:eside 
EDTh Pro6. Quirn. Montorrey. 

Fqui~o Con¡ercial para ln Determinaci6n de Glucona 
.'.'·i..étodo GOD-P ¡.p. Me rcj.~. 

Reactivo de color 
Sol uci6n patrón 

E;:!.1ipc 0:::8 :t:lectrofore~sis Gelma:_ Sciences 

Nem.brana Super-Ser::raphore Gelrr:an Scicnces 
Colorante Ponceau S Gelman Scienccs 
Solución Aclaran te Gelrn.:on Scier.ces 
Bu.ifer Glyco-Phore Gelrr:a:i. Sciences 
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Soluciones. 

Soluci6n Citrato Qe sodio 
Solución /•.mortiauaCcra ~e i:csfa tos 
Solución Salina-0.85% 
Solución óc Cinnuro de potasio 4l 
Solución AI;.ortiguCJ.dora C:.e fosfato~: p!! 7. t! 
Solución ~.rnortiguadora d8 fosfato~ pH 7.1 
Soluci6n Ar.:ortiguac..ora óe íosfatcs pH 7.l-G1.icer0l (2;8} 
Rcacti vo Cualitativo de !3(.H1tciict 
Soluci6n EDT.li.. 
Solución Acido oxálico 
Solución ft.cido Tiobarbitúrico o.os !'-í 
Solución Acido tricloro~cético 40% 
Solución Acido acético 5t 
Solución ~~ortigua¿ora Glycophorc 
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7. METO DO L O G I A 

Obtención del Patrón de Hcrr .. oglobina Glicatada .. 

Obtener muestras de sangre venosa de indiviCuos sa

nos util~zando citrato de soóio corno anticoagulante. 

Separar los eritrocitos por centrifugaci6n a 3000 -

rpm. durante 10 min. 

Colocar 0.25 mls. de eritrocitos er. tubos de ensaye 

que contcng.:tn 0.3 mls. de meC:io de incubación BAGP.M (Si~ 

tema Amortigua~or de Bicarbonatos • 

.incubar a temperaturas de 4° y 36ºC durante 6,18, y 

24 hrs. 

Des¡....rués de la incubcc:i6n, separar los eritrocit:os -

del mec:_¡io ác incubaci6n por ccntri.fugación, durante 10 -

min .. a 3000 rprn. Lavar dos veces con solución salina iS2_ 

t6nica, y lisar con adición de 0.2 mls. de agua destila-· 

da , agitar suaverr.entc duranLc 5 min. y agregar O .1 mls .. 

de KCN al 4i. 

Extraer los lípidos presentes en la muestra adicio

nando 1.0 ml. de cc1 4 con agitaci6n vigorosa a lo largo 

óe 5 rnin. y cli~inar la fase no polar. 

Dializar los hemolizados Curan te 2~ hn·;;. ccn t::olu-

ci6n Amortiguadora cle fosfatos pH 7.4 • Durant~ ese tie~ 

po realizar la prueba cualitativa de Benedict a la Solu

ci6n Amortiguadora de fosfatos pu 7 .. 4 empleada en la -

diálisis con el fin de determinar el ~érmino de la misma. 
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Diluir los he:n:olizo¿os C.ializac-Qs ccn O. '2. r:ils. c'e -

una mezcla de JiJnortiguac!or de Fcsfal:.os pii 7 ª l y glicerol 

(2:8), almacenar en refrigeración hasta su análisis col9_ 

rimétrico y elect~oforético. 
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Deterr!·lr1ac~6n ~e Gluccsa por ei M€to¿o de Glucosa Oxi

sa :GoD-PhP). 

Fundarr.en to~ 

La glucosaoxi¿asa (GOD) catal~za la oxidaci6n Ee la 

glucosa según la ecuaci6n siguiente: 

GLUCOSJ'. + + HzO <---------> Z\CIDO + 
GLUCürHCO 

El peróxido C.e hidrógeno formado en esta reacción, -

reacciona en presencia de peroxidasa (POD) con 4 arrinoan

tipirina y 2,4 diclorofenol. Por COFU1aci6n oxidante se -

forma antipirilguinonimina roja. La cantjdad Ce colorante 

formado es proporcional a la concentración de glucosa. 

MétoC.o. 

Disolver el contenido de un frasco de reactivo de e~ 

lar.en 100 mls .. Ge agua destilada. 

EmplE-ar el plasma de l.as muestras de individuos sa-

ncs y diabéticos. 

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

guiente n.anera~ 
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BLl'1lCO f-Jl.TRON PROJ3LEFi\ 

Plasma Problerr.a -------- -------- O.lC 1ülS. 

Sol. Patrór. -------- o .10 mls. 

Mezcla Reactiva 2.0 mls. :<.DO mls. 2. o mls. 

Mezclar y dejar reposar 30 min. a temperatura arrbie!:!_ 

te. Evitar la luz directa del sol. 

Leer la absorción de los problen~as y el patrór. fren

te al blanco a 510 nm. 

Realizar el cálculo de concentraci6n de glucosa: 

Absorción del problema 
Y. 100 mg/dl. 

P.bsorci6n del patrón 

Valores de Rc!crencld: ~ü - 100 mg/dl. 
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Detcr1~ünación Calorimétrica Ce HbG. 

Cbtener muestras de sangre venosa de individuos sa

nos y diabéticos, empleando EDTA como anticoa~ulante .. · 

Separar los glóbulos rojos por centrifugación dura~ 

te 10 rr.in .. a 3000 rpm .. , lavar tres veces con solución -

salina isotónica .. 

Colocar en ur. tubo de ensn;ye 2 mls. de glóbulos. ::-o

jos, un volumen igual de agua destilada y 1/2 volumen de 

CCl 4 , .::igi tar vigoras amen te 5 min .. 

Dejar reposar y eliminar los residuos celulares con 

centrifugación lO min .. a 1000 rpm .. 

Colocar 2 mls. del hemolizado y l.O ml. de ácido -

oxálico O .. 3 H en tubos con tap6n de baqueli ta e incubar. 

durante 1 hr .. en autoclave a 18 ± ·1 lb. de presi6n, 

enfriar a temperatura ambiente. 

Adicion~r 1 ml. de TCP al 40% y mezclar vigorosame~ 

te. Centrifugar 10 min. a 5000 rpm. 

A 2 mls. del sobrenadante añadir 0 .. 5 mls. de TBA -

O.OS M, excepto a la muestra que se empleará como blancc .. 

Incubar 10 min. a 40?C. 

Leer la absorci6n a 443 nm. 

Realizar el cálculo de % HbA1 , tomando en consider!!_ 

ción que una absorci6n de 0.029 corresponde a 1% Ge HbA 1 
en el hernolizado. 
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Determinaci6n Electroforética de :~bG. 

De 1.as muestras de sangre 'Jenosa empleaCao.:: par.a lü 

determinación colorimétrica, mezclar volúmenes iguales 

de sangre y soluci6n salina para lavar los gl6bulos ro

jos. 

Centrifugar las c6lulas lava~as a 3000 rpm. (urante 

10 min. y eliminar la salina del paquete celular.. 

Colocar 0~05 mls. del paqueLe de glóbulos rojos en 

un tubo de ensaye, lisar con adici6n de 0.45 rnls. Ce: 

agua destilada, mezclar suaverente y dejar reposar ciu-

rantc 10 ~in. para asegurar la lisis completa. 

Disolver ~n frasco de amortiguador Glyco-Phore ~n 

agua destilada y aforar a un v0lwnen final de 1000 rnls. 

Colocar un volumen de 400 mls. de esta solución en ln 

cámara de electroforesis. 

Humectar la membrana de acetato de celulosa en el -

amortiguador 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 pueE_ 

te en la cámara que contiene el amortiguador, tapar la -

cámara, conectar los electrodos en la fuente Ce poder n~ 

gro con negro, rojo con rojo, ajustar el voltaje a 150 V 

pasar 1~ cor~icnt~ durantR 1S rri11. 

Tra~scu~ridc ese tiempo apagar la fuente de poder,

abrir la cárr.ura. 

cargar el .:.!.::Jlicador llenc'.ndc con las n1uestras co-'-'

rresponCientes los pozos ¿el aplicador, utilizando un t~ 

bo capilar. 
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Colocar el aplicador sobre su base y presionar el -

botón ele aplicación con suavidad durante 10-15 seg. Sol

tar el botón suavereentc. 

Transferir el. aplj.caC.or a el puente de ele.ctrofore

sis y realizar la aplicación de las muestras a la membr~ 

na con pres i6n ñe1- botón. durante 25 seg .. 

Tapar la cámara de electroforesis y conectar los -

electrodos a la fuente de poder, aplicar un voltaje de -

150 V durante 45 min. 

Limpiar el aplica<lor y su base inmediatamente. 

Realizaóo el corrimiento electroforético retj.rar la 

merr.brar~a O.el puente con unaE"· pinzas, e introducirla en -

el colorante Poncoaü 10 rein. 

Retirar la merrbrana tlcl colorante, lavar la membra

na en sclucién de ácido 2.cético al. 5%, realizar los lav~ 

dos sucesivos hasta que la soluci6n final del lavaclo sea 

incolora, lo cual requiere un tiempo total de aproximad~ 

mente 10 min .. 

Dc:::.puéi=; del lavad.o final introducir la membrana en 

soluci6n aclaran te durante 3 min. Reti.ra:r y eJ iminar el 

exceso de solución colocando la membrana en una placa de 

vidrio can papel absorbente y deslizar sobre ella una se 

gunda placa Oe vitlrio con un ángulo de 45º .. 

Transparentar la membrana colOcándola en una-estufa 

a C0-90ºC durante 10-15 min. 

Leer las fracciones as1 separadas en el densit6me-

tr9 a 525 nm. 
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Obtenci6n de Regresi6n y Correlaci6r. Lineales Simples. 

El an5lisis de regresi6n es Gtil para averiguar la 

forma probable de la relación entre las variables y, 

cuando se emplea este méto¿o de análisis, el objetivo -

final por lo generalJes predecir o estimar el valor de -

una variable, correspondiente a un valor dado de la otra 

variable .. 

Por otra parte, el análisis de corr~laci6n ~e refi~ 

re a la medici6n de la intensidad de la relación entre -

las variables .. Cuando se calculan meCidas de correlación 

a partir de un conjunto de Gatos, el interés se ccnt:.?~a -

en el grado de correlaci6n entre las variables .. 

En el moóelo de regresión lineal simple interesan -

dos variables, X y Y. Por lo general, a la variable X 

se le conoce como variable independiente, como consecue~ 

cia, a la otra variable Y se le da el nombre de variable 

dependiente y se habla de la regresión de Y sobre X. 

Un primer paso, que por lo común es útil al estu--

diar la relación entre dos variables es preparar un Dia

grama de Dispersi6n de Datos. Los puntos estarán situa-

dos asignando valores de la variable inciepen0.iente X al 

eje horizontal y los valores de la variable dependiente 

Y al eje vertical. Por lo general, el patr6n obtenido -

mediante los puntos situados en el Diagrama Ce Disper-

sión sugiere la naturaleza básica de ~a relación entre 

las dos variables. Sin embargo al surgir la cuestión de 

cu~l recta describe rr.ejor la relación entre las varia--
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bles. Ko pueüe obtenerse una respuesta para esta cues--

tión inspeccionando las rectas. Por lo que se requiere -

algGn método para obtener la recta deseada. 

El método que por lo común se emplea para obtener -

la recta deseada se conoce como Método <le los Mínimos 

Cuadrados y la recta resultante se denomina Recta de los 

Mínimos Cuadrados. 

La ecuación general para la rect~ está dada por: 

y= a+ bx 

donde "y'· es un valor sobre el. eje vertical,. y "x' es un 

valor sobre el eje horizontal, ªaª es el punto donde la 

recta se eleva por cada unidad de incremento en '1 xr.. A -

"a" se le da el nombre de ordenada al. origen y a 11b 1
' el 

de pendiente de la recta. 

"a" y"b" puede obtenerse resolviendo simultáneamen

te las dos ecuaciones siguientes, 1as cua1es se les con~ 

ce como ecuaciones normales para un conjunto de datos: 

Una vez obtenida la ecuaci6n de regresi6n, debe ev~ 

luarse para determinar si describe adecuadamente la rel~ 

ci6n entre las dos variables y s! puede usarse de manera 

efectiva con fines de predicci6n y estimaci6n (55,56). 
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El coeficiente Ce Determinación de la raues tra r.i.i.Go 

la proximidad del ajuste de l~ ecuaci6n de regresión a~ 

la muestra a los valores observados de Y. Sin erobargo,

no se puede llegar a un juicio final acerca de la ecua

c~6n hasta que no se ha sometido una prueba estadísti

ca más objetiva. Esa prueba se rcaliz~ por medio de un 

Análisis de 1/arianza cuya tabla se ser.ala a ccnti:-iu.:::..··-

ción: 

TABLl\ DE ANi\DEVA PARA L/l. REGFESION LINEPJ..J SIMPLE:. 

Fuente 
de 

Variaci6n 

Regresión 
lineal 

Residual 

Tot.al 

se 

se explicada 

Se inexplicada 

setotal 

g.1. C./.!. P..V. 

l se exp/1 CM exp/ 

Ct-!. in ex 

'1-2 seinex/n-2 

n-1 

Al comparar el valor de R. V. obtenido con el valor 

crítico de F obtenido de t~blas, de acuerdo a los gra-

dos de libertad g.l. = 1, se puede aceptar o rechazar -
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El coeficiente óe Determinación de lu muestra rniCe 

la proximidad óel ajuste de la ecuaci6n de regresión da 

la muestra a los valores observados de Y .. Sin embargo 1 -

no se puede llegar a un juicio final acerca de la ecua

ci6n hasta que no se ha sometido una prueba estadísti

ca más objetiva. Esa prueba se realiza por medio de un 

Análisis de Varianza cuya tabla se sef.ala a continua--

ci6n: 

TABLA DE ANADEVA PARA L/'_ REGFESION LI'.'<EPJ.. SIMPLE. 

Fuente 
de se g. l. e.H. P.V. 

Variación 

Regresión 
lineal seexplicada l se exp/1 CMexp/ 

CP.. in ex 
Residual Se inexplicada n-2 seinex/n-2 

Total sctotal n-1 

Al comparar el valor Ce R. V. obtenicio con el valor 

crítico de F obtenido de t~.blas, de acuerdo a los gra-

dos de libertad g.l. ~ 1, se puede aceptar o rechazar -
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que l.:!S variabl..es están linealmente relacionadas. 

El Coeficiente de Correlación de la poblaci6n mide 

la intensidad óe la relación lineal entre X y Y. 

El Coeficiente de Correlación es la raíz cuadrada -

del Coeficiente de Determinación de la población. El Ca~ 

ficiente de Correlaci6n describe la relación entre las -

observaciones de la muestra, en dos variables, de la mi~ 

ma manera que el Coeficiente de Determinaci6n describe -

la relación e~ una población. 

La ecuación Gel Coeficiente de Determinación es la 

siguiente: 

b2 (~ x~) - C<!xil
2
/n 

~y~ (~yi)2/n 

Una f6rmuJ.a alternativa para calcular el Coeficien

te de Corre1aci6n (r) está dada por: 

r 

El valor de r fluctúa de O a l. Entre mayor sea el 

valor de r existirá una mej<"1r correlaci6n entre las va-

riables. 
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8. R E S ü L T A D 0 S 

Se trabaj6 con dos poblaciones distintas, 100 indi

viduos sanos y 150 individuos diabéticos, a los cual~s -

se les ¿eterrr.inó HbG mediante dos rr,étodos de laboratorio 

d~stintos, colorim~trico y electroforético, las muestras 

fueron recolectadas en la Unidad de Medicina Familiar -

No. 6 del IMSS, dichas muestras procedían Ce derechoha--

bientes canalizados al Laboratorio de ~n~lisis Clfni~os 

de la Unidad por el Servicio de Medicina Familiar. 

La torr..:i de muestra a los pacientes en ayunas se r<:~.9,_ 

liz6 a las 7 áe la rr.ar.ana, r,osteriormente las rr.uestras -

fueron trasladas al Laboratorio de 1".nálisis Clínico~::; de 

la ENEP-Zaragoza ~ara procesarlas el. mismo día. 

Poblaciór. Control. 

Se obtuvieron los Valores Ce P.eferencia para la po

blaci6n del oriente de la Ciudad de México considerada -

sana, por el método colorirnétricc y Plectroforético para 

la determinación O.e HbG, sienCo los resultados los re!"Jn!:, 

tacios en el cu..:iCro No. 1 

Los criterios de inclusi6n fueron no presentar glu

cosa ~ 90 mg/dl y en la e:tploraci6n física no prese?"'tar 

trastorno biológico ev~dentc. 
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Cüi\Df'.l-J i~o .1 VALORES DE rtEFEREi·iCIJ'~ L'E EbG o~·rr:NIDOS EN r..1. 
POBU_CION CONTRO!".... 

¡.;r;·r_º_º_· º_._c_o_L_o_R_.r_M_r:_T_n_._r_c_o ____ _,_ ___ t·lE_·_T_o_oo __ E_L_E_c_'I_'R_o_F_o_RF._. T_r_c_o_

1

.1 

X 12.07~ X l.77t 

if = 3.E:L <f= 0.69 

Rango-= 8 .. 46-1-5 .. 68~. Rango= 1.08-2.46% 

Poblaci6n Diabética. 

Ar·licando los métoCos a estudiar coJ_orimétrico y elcc- -
troforético se ottuvicron los siguientes resultados: 

CUADP.0 :w. 2 VALORES DE REFERFNCIJ>. DE HbG OBTEI!IDOS EN r,r 
POBL/\CION DIABE'I'ICA. 

f 
~lETODO COLORIMETP.ICO 

X = 29.56% 

<í = 1.0.51. 

METODO ELEC'I'POFORETICO 

X 

9.181' j 
::::_,,_,,, . i 

Rango= 19.05-40.07% !tango= 
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CUADRO COMPARATIVO DE LOS VALORES DE REFERENCIA ODTENIDOS POR AMBOS METO
DOS PARA LAS DOS POBLACIONES. 

p O B L A C I O N 

CONTROL* 

DIADETICJ>.** 

;., !:; 'j' o f) o 
COLO!Ul'.ETRICO 

;.;:.:;. 12. o 7% 

()= 3.61% 

x~ ?.9.56% 

(i ~ 10. ::1 

Pango=l9.05-40.07i 

EI.BCTROFOPETICO 

x= l.77i 

6 = o. 69 

.x= 9 .18% 

5= 5.99% 

pnngo=3.19-15.171 

* Criterio de Inclusi6n; No presentar glucosa mayor de 90 mg/dl. 
Criterio .de Inclusi6n: Presentar 9lucos.:i. mayor de 150 mg/d.1. 
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;..,_ continl.:ación se indica en una Tabla de 1\NADEV!'. de 

regresión lineal si:;iplc, la técnica estadística empleada 

p2.r~; hallar la relación entre el V.étoCo Electroforético 

y el Método Calorimétrico en las dos diferentes poblaci~ 

nes. 

l\.s~ mismo, los valores IJbG para ambas poblaciones obtenf. 

óos por el MétoC.o Colorimétríco y Electroforético se 

muestran en las gráficas No. 1 y 2 , donde se señala la 

X y t1 para cada uno de ellos .. 
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F.V. 

reg 

error 

TABLA DE ANADEVA PARA LA REGP.ESION LINEAL .SIMI"LE 

C.L. 

1 

n-2 

? O B L A C I O N NORMi'l..L 

s.c. 

.se = .t::<y - Y> 2 

r= m::;(xy) + b¿;y - r('ty) 
2 ;nj 

1012.329 

se . e = <:Cy-y') 2 
= <::y{.mE:Cxy) - bi;:y 

291.0049 

Fcrit= 4.00 

Hay asociaci6n entro variables 

M.C. F cal . 

:-:cr 
MCcr 

340. 92)4. 00 

Si 

Si 

Fcal > Fcrit 

FCill < Fcrit No hay ilSOciaciaci6n entre vai.~iablos ·-·*****************ft 

b ~Y - o~x )/n 3. 9168 

rn (n~xy -<;xcy) ~2 - (<F'x) 2 

Exy 
n = 

-;::y 

"'"" = -;::y2= 

-E x2= 
{l;y) 2-

~x) 2= 

2356.32 
100 
1207.08 
177 

15873.8906 

361 
14~704~.l.Lb 

31329 

r = n,...{Xj' -s:x -;s:.y 

\í[n•¿x2 - (~x) 21- n(l':Yl 2 Q.8813 

X = METODO EI.,ECT.POFORETICO 



p 0 n L A e I e N u I A n E T I e A 

F.V. G.L. s.c. M.C. 

reg 

error n-2 

Fcrit = (1, n-2, O.OS) 

Si 

Si 
peal ==>Fcri.t 

Fcal < Fcrit 

~xy 49642.10 
n = 150 

'!Y 4432 
~.X,,,. 

~y2= 

(".;;>~= 
~xl 2= 

l.375 

147532 .009 

18001 
19642624 

1890625 

IIay asociu.ción entre '\·'<1riables 

r 

X = 

y 

******************* 
1423 >3.~~ 

****+************** 

t~!:Tono 21...EC'l'HOF'OF?.TICO 

METODO COLORIME'rJUCO 

0.95303 
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% llbG 

CUACRO No. 1 VJJ.ORES DE HbQ n:nTI:~llDOS 

50 

.. 
ir 40 

-* 30 
X 

lf* 
20 

( 

10 

POR EL METODO COLO~IMFTP.JCO. 

---'":""-.:::':':-.~.;"":"" ---

IJ ----········ 

o 
CO:.iTROL DIJ\BETICl·. 

POBLN'ION 

X* ~ (f* CorresponCen a la población diabética~ 
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% HbG 40 

30 

20 

cr* l 

o 

CUADRO No. 2 VALORES DE llbG OBTENIDOS POP 
EL METODO ELECTROFORETICO. 

--------. ·- ------
co~~'I'ROL DIABETICA 

POELACION 

X* y * Corresponden a la poblaci6n diaQética. 
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9. o DISCusrc:; DE RESt:L'IALOS. 

Se obtuvieron vulorr:E" Ce referenci?. para FLG por -

dos métodos Ce lal.or;;.torio, colcrimétiico y eJ ec:troforé

tico er. dos poblaciones, una contrcl y otra eE p~cientPs 

Ciabéticos, tstos valores son mayores a los reportadcs -

en la Bibliografía para individuos Ncrtea~ericanos !5,ll, 

17), debiéo a ~ue se trata de Ces poblaciones diBtir.tas, 

en cuanto a factores alin.enticics, ct.·.ltt:rales y socio12c~ 

n6raicos. 

Es irr.porter:t.e señ?.lar cue se trabajé con uria pobla

ci6n Cel oriente de; la Ciudad dt" 1'1éxi.co con un r.ível so

cioec6nico pr~dominanteffier.te bajo y por tanto, con c?ra~ 

terísticas que conllevan a una alirnentaci6n no balancea

da, er:. particular hiperl·. :..ch cc?.r.bonac.:u. 

Pcr el métoc.ic colorirr6:tricO· !."ie obt.tP.'l.E..rcr.i '\·alores -

m:is altos c.:ue_por el método electrofcrético, debido a. -

gue se ha reportado que cuantifica glucosa libr~ que in

terf~ere en la determinación, sienóo el m~todo electrof2 

rético más sensib.J.e. 

La limitaóa posibilidad de disponer ae Acidc Tioba~ 

bitCricc utiliza~c en !~ ~Ptcr~inaci6c de HbC fOr el ~€

todc colorirriétri,co. condujo a la nectsidad de realizar -

su sint6sis en el Laboratorio de Investigaci6n de Quími

ca Orgánica de la ENEP-Zaragoza. 

r::ebido a la poca óis:ponibilióad del 5-IIMF, así como 

por la variaci6n en le. estabilidad de las solr.ciones di-

se 



lu1.Cas del r:1isr"º~ no se construyó la curva C.t· calibra--= 

ción, sin embargo, con base en los estudios de estabili 

dad reportad.os paré'I. el 5-HMF en curv2s de calibraci6n, 

(31,44,46,47), el% de HbG determinado por el. método -

colorirnétrico fue calculado considcrnndo, gue 1% de UbG 

proporciona una absorción ñe 0.029 (43-45). 

F'ue preciso reali~:ar 1.:1 deterrninaci6n Ce HbG en una 

población c.i.e individuos sanos, a la que se denominó po-

blaci6n control, dado que los valores de HbG inicialmen

te obt~n.iCos por el métcdo co1orirnétrico en j ndividuos -

diabéticos eran mayores a los reportados en la bibliogr~ 

fía, de esta manera, se establecieron valores propios de 

referencia en indiviCuos sanos y diabéticos• 

El patrón c.'e llbG (4S-54) , se realizó para obtener -

corr,o referencia la separaci6r.. Oc las dos bandas caracte

rísticas Ge llbl\ y HbA1 , por la necesidad de contar con -

pa.tr6n c:e separación inicial .. 

T_,a determinaci6n de IlbG en pacientes diahéticos Ce 

diferente tj.crr.po de evoluci6n, como un método de control 

al. tratrur.iento ele 1a Diabetes r".cllitus, considerado un -

objetivo en este trabajo fue i.tnposib1c realizarJ.o al no 

te11~.rse :::.c:ces0 a l.os expedientes C:e los pe cientes. 

La técnica esta¿ística empleada pa~a tratar de eY--

plicar la relación q:ue existe entre el. método colorimé-

trico y el método elcct:roforético fue con lo siguiente~ 

a) . - Pegresi6n r .. inea1 Simple donde se determinó 1.a 

relaci6n entre el método col.orimétrico y e1 método ele~ 

troforético, donde el método electroforético (x) corre~ 

pone.e e. la variable independie:rite y e1 col.orimétrico 

(y) corresponde a la variable dependiente. 
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b) .- Adentás se utiliz6 la t~c~ica del an~lisis de 

la varianza. para la regres i6n, la cual. es t.:.na poc:crosei. 

herramienta estadística para explicar la relación entre 

las variabies. 

El desarrollo· matem&tico se plantea a rar~ir cie rlcs 

regresiones y dos an§lisis de varianza cada una para 

muestras Ciabéticas y mues t. ras normales. 

Se ideó la forma de reporte tanto de los parámetros 

obtenidos para la regresión como para la Te.bla de f,UADFV.7'

para la regresión. el cual l.ncl u ye, el criterio es tab lr:-~-

cido con una confianza al 95~ y una o. 05 

Corno lo demuestran los valores de desviación stanCe..r 

los dos mito¿os tienen un grado ~e 2ispersi6n muy bajo lo 

que indica que existe precisión en los métoóos. 

Tarnbiénrcomo se puede observar al grafj_car los valo

res c!c HbG y esquematizar sus respectivas X J.' se aprecia 

que no exitc traslape entre los valores de los mismos. 
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10. e o N e L u s I o ~ E s 

Los valores de referencia de IIbG obtenidos para el 

r.étoC:o colorimétrico, de una poblaci6n del oriente de 

la CiuC.ri.(:. de México, considerac-::a co~o sana es de B. 5-J.0% 

y para el métoCo electroforético es de 1-2.5%, mientras 

9.ue los valores reportados en la bibliografía son de 5 e 

8% y Cel 3 a 4% respectivamente para cada uno a~ los mé

todos (5,11,17). 

Los valores de referencia ¿e I!bC. para pacientes di~ 

béticos cíe una población del oriente Ge la Ciuc1ad ci.e Mé

xico, es Ce 10-40~ para el mét.oCo colorirnétrico y Ccl --

3-15% para el método elcctroforéti.co, en comparaci6n con 

los indicados en la bibliografía, método colorimétrico -

10-20% o más y 10--20% para el métoCo electroforético ( 5, 

11, l 7) -

De acuerüo con los resultados obteniCos en el ~re-

senlc trabajo se ~uetle afirmar q~e tanto en la ANADEVA -

como en la regresié-n lineal, el. método electroforético y 
colorimétrico cuando están sujetos a níveles altos de -

glucosa tienen una mejor corrclaci6n, y podemos decir, -

que el coeficiente Ce correlaci6n cuadrático es ~astante 

bueno, y corrcsponóe al 0 .. 95303, a. parte, eJ_ valor Ce -

F'cal de= l.:t 'l'obla de Análisis c!e la Varianza para la Re-

gresión es muy superior a la Fcrit o de tablas 1423 > 
3 .. 92, por lo tanto corrobamos oue existe una alta asoci~ 

ci6n entre las var.iables. 

Por lo que a partir de esta inforrnaci6ri. y con una -
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confianza ~l 95~ y u~a«= r.os fO¿en.os alesir in{istin

tamentc c~alquiera ~e los cos n6to¿os, sie~pre y cvando 

sea realizado en las misrea~ conciiciones que en el rre-

sente trabajo. 



11. r~ P r N r.. I e E 

SistcIT!~ l~ni.ortigua¿or Ce DicarJ:::.onatos. 

Colocnr los siguientes rcacti.vos en un ~atraz aforado de 

100 1r.ls.: 

Reactivos 

Bicarbonato de sodJo 
Carbonate de sodio 
J~C..e:nina 
Fosfato tris6dico 
I·~i!n.i t:ol 
Glucosa 
Penicilina Pot5sica 
Sulfato de Estreptomic~na 

Aforar con agua ciestilada a 100 mls. 

Solución Salina Isotónica. 

Cantidad 

0.85 
0.15 
O. OlJS 
0.010 
0.0091 
0.90 
0.0033 
0.005 

grs. 
grs .. 
grs. 
grs. 
grs. 
grs .. 
grs. 
grs. 

Disolver 0.85 grs. Ge NaCl en 100 mls. de agua Cestilada. 

Solución de Ci2nuro de Potasio 4~. 

Di~olver ~ grs. ~t:: KC& en 100 mls. de a9ue:t destilacla. 



Soluci6n ConcenLra¿a A. 

Disolver 27. 6 grs. C:e fosfa+_o sóé.ico rr.onol:.ásico {!:o.L?r:r_,
4

_ 
H

2
0) en t::-i litro Ce egua. C:estil.r·.C:a. (Sol. C.2 ~-:) 

Solución Cor:ce1itrecitt .::: . 

Disolver 28.39 c;r;:. 00 ~osfato SOCl..CO t:.U~ásico {:!.:)~P04 r 
53.62 grs. <lE Ea?11P0

4
-711

2
o} en un litro ce 2gua ccs .... 1 lac1a 

(Solución 0.2 l'. Eambién}. Mezclar les vóluf."lc:ies C.::c 5•J1u-
ciones concentraC.as cue se:: mcncion;:"n "":r. el cu::·.C~c siau i~::n 
te, y aforar a 200 ffiÍs. para o~tcn0r los valores c0r~es-~ 
pendientes de fi¡. 

mls. Sol. i-. rnls. Sel .L. pL fi~o.l. 

19.00 rr.ls. 
33.00 mls. 

Bl. OC irls. 
P.7.00 n1l~ .. 

7 •. ; 
7. 1 

Solución 1~mortiguaclore. de fosfatos-glicerol {2: íl}. 

Mezclar 10 ~ls. 0e Soluci6n ~rrorligua~ora cie fosfatos 
pH 7.1 y 4G mls. ¿E glicerol. 

Solución de ácido ox§lico 0.3 N. 

Disolver 6.712 grs. ¿e ~cj¿o ox¿lico en ~00 rnls. d~ agua 
destilada. 
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Disolver 0.1442 ars. ac áci¿o tiobarbitGrico en 20 mls. 
é'1c 21.cuc. c.!e:stilada.. )).9i tar vigorosawente hasta obtener 
disoÍuci6n coc1pleta. 

Re2ct~vo Cuillit~tivo Ce Dcncciict. 

[;isol vt:.-r lCO grn. de carbonato Ce sodio anhic3ro y 173 -
grs. de citr~to ¿e ~ociio {Na?c 6 s5o 7 -211~0) en u~os 700 -
mls Ve üg~a ~estilada. ~ ~ 

Disolver 17.3 grs. ¿e sulfato de coLre (Cuso4 -Sri 70) en -
t1nos lCO &116. ¿a ngLa cicstilada y vcrtir esta soruci6n -
en la de carbonatc-citruto con agi taci6n constante. Afo
rar a un litro cie agu~ ¿estilada. 

Solución I~ciC:o 'l'ricloroacético 40%. 

Disolver 40 f,rs .. de ácido tricloroacé'tico erl 100 mls. de 
a.gua C:estilaO.a. 



Prueba Cualitativo C~ 3eneCict. 

Esta prueba no es específica de los azGcares v resulta -
positiva con casí cualq~ier sustancia reductora, sí se -
encuentra ~n grandes cantirlaCes. 

MétoCo. 

En un tuLo cir:: ensaye colocar O.S mls. (10 got·.as) Ce la -
soluci6n a analizar y 5.0 rr.ls. de reactivo cualit2tivo -
de Dene~ict. Mezclar y poner a baflo maría ¿e egua hir--
viente ~urante 5 ~in. Pej~r enfriar ~ tcrrperatura ar~~ic~ 
te y lPer: 

Color 

Azul 
Azul verdoco 
Verde 
Pardo verduzco 
Amarillo 
Rojo lac'.rillo 

Resultaüo 

~¡egativo 

Hs (Huellas) 
+ aprox. O.St ¿e sustancia reductora 
++ aprox. i.oi 
+++ aprox. l. 5% 
++++ aprox.2.0%" 
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