/
5&7’

» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADG
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE CARDIOLOGIA “LUIS MENDEZ"
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXt

LA DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA
PARA EL CONTROL DEL PACIENTE DIABETICO

México, D. F.

v/

' '/Bll" J

L nay

. TESIS ciiniee
QUE PARA OBTENER EL POSTGRADO DE:
ESPECIALISTA EN PATOLOGIA CLINICA
PRESENTA

RUTH DA SILVERA MARTINEZ

Director de esta Tesis
DR. PABLO RIVERA HIDALGO

pec

/8 ot
_,.) { /

\ JZ8 ";\, /)

}_,3 L ol ,?Feprg[o de 1990



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

CAPITULO I

INTRODUCCTON « « « « o v vvveenvanonnssseorssesses 1
CAPITULO II

OBJETIVO DE ESTUDIOevssvnernnerasessivenss 9
CAPITULO ITI
LA MOLECULA DE HEMOGLOBINA..vevoresssvsive. 10
CAPITULO TV L

LA NOLECULA DE GLUCOSA« e oo nerursssssnosnsll’
CAPITULO V e b

FORMACION DE LA HEMOGLOBINA A, )

Y LAS FRACCIONES RESULTANTES‘-..-....'.....14
CAPITULO VI .

GLICOSILACION DE OTRAS PROTEINAS.........1.22‘" *
CAPITULO VII O

UNA MIRADA ATRAS EN EL TIEMPO..............30
CAPITOLO VIIT -

UTILIDAD CLINICA:«+tavronneraeansesssiie

CAPITULO IX

LA MEDICION DE LA Hb Ay tvveiiuineny
* METODOS BASADOS EN LA DIFERENCIA DE

CARGAS. s usveesnvsasstonsssvnonssons
LA CROMATOGRAFTA DE INTERCAMBIO IONIC
ELECTROFORESTS . ¢4 vaevvervononsans
PUNTO ISOELECTRICO. .4 seesvessonsssin
+ METODOS BASADOS EN LA REACTIVIDAD:

QUIMICA . s evssreronnes |
METODO COLORIMETRICO:.+ssevoenrasn
*'METODOS BASADOS EN LAS DIFERENCIAS

ESTRUCTURALES s evveusnaseaaress
CROMATOGRAFIA POR AFINIDAD...s.
*OTRAS Tacnxcas..................;.,;
RIA, FUROSEMINA, FITICO...wvvivssuiss

Yesaas




CAPITULO X
SELECCION DE LA TECNICA...evevvessssasivss 50
CAPITULO XI , i
FUENTES DE CONFUSION..\.ovv v veiniss
A.- FACTORES DE LA TECNICA.\ivssivuss
B.~ LAS FRACCIONES LABILES....
C.~ ANEMIAS HEMOLITICAS....
D.- HEMOGLOBINOPATIAS .. .1evursesisos s :
Eem UREMIAL.cunsennnunnunnessseesvn i ddo0nn8375050
F.- EL CONSUMO DE ALCOHOL.+.:ieeevssesssino530
Grm ASPIRINA¢vvivvnsoerevnnnnrunnsseviosas53
H.- INTERFERENCIA POR OTRAS SUSTANCIAS.....53
I.~ LA UNION DE SUSTANCIAS NO AZUCARES.....54
J.- MANEJO Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA..54
K= ANTICOAGULANTE. .« evtrusvrorsaasrnesess 54
CAPITULO XIT
ESTANDARIZACION PARA LA DETERMINACION
DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA....vv.vsss.ss55
CAPITULO XIII
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS...........59
CAPITULO XIV
DISCREPANCIAS EN LA EVALUACION ENTRE LA
IMPRESION CLINICA Y LOS RESULTADOS DEL
LABORATORIO 4 4 vvvsvvvnransunasssinersuanesss60

CAPITULO XV R

EL USO DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA PARA
EL DIAGNOSTICO DE LA DIABETES....euussovsseB]
Av= DIAGNOSTICO. 4 euvanreesneoasuonnssvssessbl
B.~ DIABETES TIPO I..evveaunen
€.~ DIABETES TIPO II........
D.~- DIABETES GESTACTIONAL., ... vea'yavs
Eum OTROS. .+ euvveernonnnnnessssdlssise v iy 64
CAPITULO XVI : R
EL FURUTO. . eevveisnnediiosil

ISECRY



CAPITULO XVII
CONCLUSIONES . teavivtvanevessionesssnsaness 66
BIBLIOGRAFIA.vsesenoorosnnradsssssssnsssisnseossnsesesb?



CAPITULO I
INTRODUCCION:

La Diabetes Mellitus es una alteracién en la can-
tidad o en 1a funcién de la insulina, manifestada por el au-
mento de las cifras de glucosa en sangre. Es un problema cré-
nico, hereditario o adquirido. (12,31)
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Figura 1.- Esquema del papel de los antigenos HIA en la etiologia de 1la
Diabetes Mellitus Insuline Dependiente. (25)



Los antigenos HLA IT se encuentran en los linfoci-
tos, macréfagos, células dendr{ticas, células endoteliales,
y on las células beta del pincreas. Estos dirligen el trénsito
en el interior y exterior de los capilares. (25)

En los pacientes diabdticos las células endotelia-
les del pahfcreas se epcuentran mas grandes gque en la pobla-
cién general., Por lo que, hay aumento del nimero de antigenos
HLA II, manifestandose como una expresién aberrante de éstos
y como las células heta tamhién tienen ant{gens:s HLA I1 se
forman anticueérpos contra cllas, siendo atacadas por ellos,
per el complemento y las células kill., Los 1linfocitos T se
transforman en B para formar mas anticuerpos. (25)

El sistema inmune actla rdpido, pero las células T
supresoras controlan a las T citotdxlicas, por ésto las célu-
1a§ beta presentan un periodo larqo de latencia antes de mo-
rir. Y ocasionan hiperexpresidn de los ant{jenos HLA tipo T.
(25)

Si a un diahético se le trata con un transplante
de células beta de su gemelo idéntico, las células citocdxi-
cas al ver células beta iguales a las del paciente las mata
en 6 semanas. (25)

En un futuro dehemos estudiar la actividad de 1las
células endoteliales, la relacién entre los macrdfagos, las
células cooperadoras, 1los anticuerpos y las células T cltotd-
xicas; los factores supresores; la expresién aberrante de los
ant{genos HLA T y IT por la célula beta. ¢ Es un acto suicida
o un acecinato? (25)

La Diabetes Mellitus se clasifica en:



TIPO I.- DIABETES TNSULINO DEPENDIENTE CETONICA.- Se asocia a
antigenos HLA en el cromosoma 6 y a anticuerpos anti-células
beta del pancreas. (4,25,40)

TIPO II.- DIABETES NO INSULINO DEPENDIENTE, NO CETONICA.- No
es secundaria a otra enfermedad o condicién. Se subdivide en:
obesos y no obesos. Se caracteriza por su tratamlento con hi-
poglicemiantes orales.

TIPO TII.- DIABETES ASOCIADA A CONDICIONES O SINDROMES.
TIPO IV.~ DIABETES GESTACIONAL.

TIPO V.- INTOLERANCIA INAPROPTADA A LA GLUCOSA, QUIMICA, SUB-
CLINICA, ASINTOMATICA, LATENTE O BORDENLINE. (40)

La Diabetes Mellitus se estima a nivel mundial an
30 a 50 millones y se encuentra entre los 3 primeros lugares
como causa de muerte.{5) En los paises con alto nivel de vi-
da se presenta con una frecuencia de 2 a 3%, (5) en los pue-
repechas en el 5% (41) y de 8 a 10% en las personas con algin
transtorno en la tolernacia a la glucosa. (12)

La Diabetes Mellitus a nivel nacional es de2ald.5%
(50) con una intolerancia a la glucosa de 10.03% (47) a 12.6%
(60); de 90 (5) a 98% (47) es de tipo II. Pues influyen fac-
tores ambientales y genéticos inmuno-quimicos gue explican 1o
encontrado en el pais. {5)

Mas del &5% se encuentra en descompensacién meta-
bdlica y expuestos a las repercusioncs crénicas de la hiper- |
glicemia. (17,32,47,58) con afeccidn autondmica y periférica,
(cardiopatfa, hipertensién arterial, arteriosclerosis,catara-
tas, nefropatf{a e infecciones).(7,8,12,31) Por lo que, se ha
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encontrado correlacidén lineal entre la nefropat{a diabética y
el tiempo de evolucidén de ésta, (20) as{ como retraso en el
desarrollo pondo-estatural del nifio con mal control mstabdli-
co de su glucosa. (32)

Por estudios del comportamiento de la glicemia en
la relajacidn inducida por retrocalimetacién bioldgica. Se to-
mé la glucosa en sangre sin que los pacientes modificaran sus
actividades cotidianas y llevaron un registro de 1la valora-
cién subjetiva del nivel de estress antes y despues de la re-
lajacién en casa. Se concluyd que el estress cotidiano no mo-
difica significativamente el control de la Diabhetes Mellitus.
(42)

Entre los factores de riesgo para la Diahetes Me-
1titus se encuentra la obesidad que es mds frecuente en muje-
res cuando es mayor de 30% y en los hombres cuando es de 15 a
30%.(60)0tros factores de riesgo son la herencia y las infec-
ciones virales.(31) En 1a Diabetes Gestacional entre los in-
dicadores de riesgo,el mayor porcentaje de peso para la ta-
lla pre-gestacional y la edad mayor de 31 afios, son los indi-
cadores con mayor grado de asociacién con altos valores de
glucosa. (58)

La Diaketes Mellius Insulino Dependiente predomina
entre los 10 y 14 aflos de edad (32) con un promedio de 12.5
afios. clinicamente el 91% presenta poliuria-polidipsia,el 60%
cetoacidosis, el 37% polifagia, el 25% {nfecclones virales vy
enterales, y el 7% remisidén en "luna de mieil”. (50)

La alteracidén en el metabolismo de los hidratos de
carhono es una incégnita todab{a con respecto a las repercu-
ciones maternc-fetal.Se ha relacionado con camplicaciones du-
rante el embarazo como la toxemia, hidradmio,amenaza de parto

prematuro, infecriones de vias urinarias y las cesareas. Los
-1 -



productos son macrosdémicos, con cuadros de hipoglicemia, hi-
percalcemia, ictericla, policitemia y malformaciones mayores
como cardidcas, meningocele, regresién caudal, encefalocele,
amemcefalia, Turner y Potter. Por lo que,se insiste en la im-
portancia de lograr un control estrfcto de 1las alteraciones
metahdlicas de los hidratos de carbono, previo y durante eil
embarazo. Esto con la finalidad de disminuir 1la mortalidad
perinatal. (19)

El tratamiento de 1a Diabetes Mellitus debe diri-
girse a llevar un control metabélico que pueda vigitarse como
la hemoglobina glicosilada, para reducir o retardar la apari-
cidén de las complicaciones crénicas. (57)

Los puntos a seguir en el tratamiento son:
*Uncontrol metahdlico;
* Antineur{ticos;
* Inhibidores de la aldosa y reductasa:
* Galgliosidos; y
* Estimuladores cléctricos. (24)

La actitud del diabdtico frente a su enfermedad es
tan {mportante como el control de la diahetes por o1 médico.
La cooperacidn activa del paciente por medio del autocontrol
refuerza su sentido de responsabilidad, siguiendose al mismo
tiempo por un programa educativo y tranquilizador. (7,8) Por-
que por un lado el paciente reconoce inmediatamente un error
dietético (7,13} y por otro lado se da cuenta oportunamente
de un deterioro grave zn su estado metahdlico. (7)

El registro de los resultados del autocontrol (16)
de las mediciones de la glucosa en orina (9,12) o sangre (10,
11,12,16,35) realizado por el paciente ofrece al médico tra-
tante una rapida orientacidén sobre la compensacidn metabdlica

durante las semanas anteriores. Constituyends ademds un punto
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de partida para la discusidn entre el paciente y el médico
sobre el comportamiento y las medidas a tomar ante determina-
da situacién metabdlica. (7,8,11,13,16)

la dieta es la bhase del tratamiento de la Diabetes
(7,13). La modificacién de la dieta, la pérdida de peso y el
ejercicio deben de seguirse promoviendo en el tratameinto de
todo paciente dia»dtico, en forma indesendiente de su edad,
tiempo de evolucidn o terapdéutica utilizada. (59)

Un recurso para bajar de peso es la dextrofenflo-
ramina,que es un s2rotoninérgico sin actividad catecolaminica
ni antidopaminérgica.Inhihe selectivamente el consumo da car-
bohidratos y la polifagia compensadora de la hipoglicemia vy
post-estress. Clinicamente es evidente el cfecto del férmaco
en la reduccién ponderal. (28)

La dicta recomendada debe ser hipocaldrica con re-
duccién de carbohidratos.(31) Existen algunas plantas hipo-
glicemiantes como el matarique que reduce la glicemia un25.7%
ol diguayacln un 24.5%, el nnpal el 20.9%, el guarumbo 20.7%,
las 1igrimas de San Pedro un 19.4%, la tronadora 19.3 %, 1la
agrimonia el 18.7%, el nispero un 15.8%, 1a catarinilia el
14.4%, {la tolbutamida 14.3%) 1a vaina de frijol el 13.2 %.
(51)

Ei campamento de verano “Campo Amigo" de nifias vy
nifios diabéticos, se lleva acabo con la finatidad de aprender
sobre su enfermedad,aceptandola como parte integral de su vi-
da. Se cuenta con Programas dz ensefianza/aprendizaje, deporte
nutricidn, autocontrol, etc. Se obscrvd que el 86% de 10s ni-
flos tuvieron bucnas calificaciones, pero solo el 34% con buen
control metahdiico. Para estabilizar la glucosa sanguinea en

los pacientes diabdticos sc concluyd que se debe modificar el

tipo y las técnicas de educacidn, tomando encuenta la acti-



tud y la habilidad psicomotriz individual.{17)

La Administracidén oral de zinc mostrd en los dia-
bético concentraciones altas de zinc y somatomedina €. Los
niffos @n Diabetes Mellius Insulino Dependiente mostraren in-
cremento significativo en la velocidad de crecimiento, lo que
sugiere que el zinc juega un papel importante sohre las con-
centraciones séricas de la somatomedina en los pacientes con
Diabetes Mellitus Tipo T en mal control metabdlico. {3)

El tratamiento de la polineuropatfa diabética sen-
sitiva-motora con un inhibidor de la aldosa reductasa(Tolres-
tat) da respuestas estables, responde clinicamente a las cua-
tro semanas con respecto al dolor, pero no mejora la pareste-
sia. La conduccibn motora mejora en 18 a 24 semanas y la sen-
sitiva no. Los sintomas autondmicos no mejoran significativa-
mente, pero si las pruehas. (27)

La estimulacién eléctrica transcutdnea es una for-
ma diferente de tratamiento sintomdtico de la neuropatfa dia-
bética sensorlal, en los casos en que el tratamiento farmaco-
146gico con tricfclicos, carbamacepina y analgésicos ha falla-
do. Ademds de lograr una recuperacidn de grado variahle en la
velocidad de conduccidén y periodo de latencia distal del ner-
vio anterior. (49)

Fl cuidado de los plies es importantisimo(13,24,31)
para no tlegar al Gltimo extremo que es la cirugfa. En el pie
diabético las cirugfas limitadas presentan mayor morbitidad
por 1a mayor frecuencia de complicaciones post-operatorias y
el 60% requiere de reamputacidn. La mortalidad es alta por la
sevaridad de los factores de riesqo alto en el diabético,(24)

La detorminacidn de la hemoglobina glicosilada es
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un reto para el médico al utilizarla en el - control del- pa-
ciente diabético. Ya que la Diabetes es una de las pocas en-
fermedades que presentan fluctuaciones quimicas tan rédpidas
como en sus valores de glucosa., (38)

La medicién de 1a 7Jlucosa sanjulnea roefleja  la
concentracidén de la glucosa en el momanto ~n que se efectda
1a prueba, por lo que no es til en el control a largo plazo
del paciente diabético. Sin embargo la hemojglobina glicosila-
da nos da un promedin de los valores de glicemia durante 2 6
3 meses antes del examen. (4,7,36,28,54,62)



CAPITULO II

ORJETTVO DE ESTUDIO:

l.- Analizar la formacién, estructvra, utilidad diagndstica
y la medicidn en el laboratorio de la hemoglobina glico-
silada,

-9 -



CAPITULO III

LA MOLECULA DE HEMOGLORINA

La molécula de hemoglobina es la principal protef-
na transportadora de ox{adeno en el cuerpo. {22,46) Esta cir-
cula en el eritrocito, el cual tiene una vida media de 120
d{as. Donde se encuentra a una concentracidén de SmM y tiene
un peso molécular de aproximadamente 61 000 daltons. La hemo-
globina estd constituida nor ? cadenas alfa v 2 no alfa, asf
como de un grupo heme. Las cadenas estdn compuestas de amino-
&cidos., 141 para las alfa y 146 para las beta, (46)

La heterogenicidad de la hemnglohina fue determi-
nada por Allen en 1958, por cromatografia dn columna. Obhservd
2 tipos de fracclones., unas genéticamente determinadas (HbA )
y otras como resultado de alteraciones postraduccionales du-
rante el devenir de las moléculas de hemoglobina. ( 1,43,46 )
(Hb Ma.b.c.d,a’ (62)

Las fracciones genéticamentn determinadas son como
la hemoqglobina fetal.que predomina en »1 neonato. La cual re-
tiene al oxigeno con mis afintdad para Facilitar su transpor-
te de la madre al feto. (46) La hemoglobina fetal tiene 2 ca-
denas alfa y 2 gama. Estas se encuentran a una concentracidn
menor del 1% en el adulto. (43,63) Cuando el humano alcanza
el afio de edad, ol 90% de su hemoglohina es AO (adulta), 1la
que consta de 2 cadenas alfa y 2 beta. La hemoglohina A2 esté
formada por 2 cadenas alfa y 2 delta, se encuentra a una con-
centracién de 2.5 a 3%. {(43,63)

- 10 -
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Hb A Ay

Flgura 2.- Esquema dn la hemxglobina ?\0 y la homoglobina Alc' (8,46}



En 1a estructura molécular de la hemoglobina hay
uhn nimero de sitios reactios, por cjemplo ol 25% del hidxido
de carbono es transportado en el cuarpo por el grupo amino
terminal de valina. lay aljunos grupos amino epsilén de lisi-
na disponihles para reaccionar en las cadenas alfa y beta,
(a6)

Las Hb Ma,h,el0n las fracciones modificadas en el
devenir de la moldécula. Estidn formadas por la unién de un
carbohidrato a la iib An' cambiando su carga eléctrica, conte-
niendo menor nimero de cargas positias a un pH neutro y migra
mas rdpido que la Hb Ao. por 10 gue sn les llaman "hemoglohi-
nas répidas“. (1,22,36,62) Pueden separarse por cromatografia

(
1n
30,38,14,62) que represanta el 1.5% 4r1 total de 1a  hemoglo-

de intnrrambio idnico, principalmente la Hb A]1 y la Hb A

bina. La #b Alc constituye el 5% de 1a homoglobina glicosila-
da. (1,8,22) Los valores 4= la Hb Ay oy la Hhag estdn  rela-
cinados estrechamente. Estos 2 pardmetros tienen similar im-

portancia diaqnéstica. (138)

Tas Hb Ay, y la B A, , pravienen de 1a fijacién
dn fructuosa 1,6 difosfato. La Hb A’c no se sintetiza eon el
ribosoma, sino se produce durante la vida del eritrocito por
alteracidn de la b A, Por lo que, 1a secuencia de aminodei-
dos de 1a Hb Alc

alfa amino terminal de 1a cadena hata estd blogueado por un

es idéntica a 1a de la Hh A,» pero el grupo

rasiduo de carbohidrato. (22) No sec conocen con s2guridad las

altrraciones métahdlicas da la Hbw A, , aunque parnca ser que

lc
se une al oxiyeno con mis afinidad y por lo tanto, lo libera
menos a los tejidos y ademds la glucosilacidn impide 1a fija-

cidn del 2,3 DFG a la cadena beta de la hemoylobina. (26,43)



CAPITULO TV
LA MOLECHHA DE GLUCOSA

Ta qlucnsa existe on forma de piranosa (inactivaly
en forma lincal (activa) romo un radical aldehido,2l que pue-
de reaccionar ean los arupns aminos lidres de las orotelnas o
con el grupo epsilon amino de la lisina.Normalmentn circuta a
una cancentracidén de avroximadamente 3mM (90ma/d1) en al ari-
trocito v en el plasma. (16)

El1 eritrocito no reaniers Ae insulina para f{ntro-
ducir qlucosa v al nlevarse 1os nivales de asta,prosorcional-

mentae sa alevan denkro del eritrocito. (46)

D-glucosa S<hidroximetilfurfural
H-G=0 H-C=0

H-C-OH S
OH-C-1 H+ H- !
H-g-on b g 0
H-C-01 R

CH,OH (:nzon

«-~P-glucopiranosa
H-¢=0H
H-C-0H
OH-~C-H
H-C-0H
H-(
é,on
G-D-gmcnpiranosa
c-H

H-C-H
-1

ci,on

Figura 3.- La alucosa osunde circular on diversas formas.la de
aldehido libre es la forme mis reactiva, pero su concentra-
cidn en la circulacién es relativamente pequefia (menos de

0.1%). {46)
13



CAPITULO V
FORMACTON DE LA HEMOGLORINA A
Y LAS FRACCTONFES RESULTANTES

te

El tArmino do hemozylobina gticosilada se refiere
a la serie de componenctes menores de la hemoglobina que, se
forman por unién de azficar a 1a hemoglobina. Esta reaccidn no
ns enzimitica., (1,8.15.22,26,.36,13,1R,54,62)sino que se trata
de una reaccidén cindtica de primer orden, depandiente de 1la
concentracidn da glucosa dentro del eritrocitn v a lo largo
de su vida. Por lo que 1os niveles de hemoslonina glicesilada
estdn incrementados en los eritrocitos viejos. La glicosila-
cién es lenta, cont{nua n irreversiblo. (1,8,26.43,45.54.62 )
La Hh Ay se forma en ol eritrocite mor la reaccién de la qlu-
cosa u otro azdecar con 1a Ih L (8,22,16)

H,GOH
2 0
]
) OH " RN!*!2
H
Glucosa Grupo amino
- Hyof

HofOH o H COHo
HR
g -
Ho'
H

(‘Iucoﬂilamm Pa:r- de ?ch(ff
Rrarreqlo de I\madori S- HNI-“RNHZ
H, (‘0‘(

d@w 2R B Lo "u,0 He c@cn NR

Compuesto Rasa de Schiff
1-aminn-1-deoxi-2-ceto de 5_HMF

Fiqura 4,- Essuoma simelificado d2 1a secuancia da raacciones involucra-
435 en 12 formacion de 1a I Ay o ¥ su suhsncuante raacomodo -
de Amadori. {22)
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En la Diahetes nl Aruno aldnhido (CH0)de la aluco-
83 se une al qruno amino (NH,} de valina, 2 una o a ambas ca-
denas hetas de la Hb Aj. (1.5.15.22,30.36.45) Denendiendo dol
método de medicidn, la Hb Ao constituys aproximadamente de 3
al 6% en los no diabéticos v hasta mds de 20% cn el diabético

no controlada., (1.,7,22.30.36,1%)

La alicosilacién es una serie de modificaciones
conocidas de vostraduccién aue afectan a las protefnas.( 45 )
Consta de 2 pasos. el orimeroc es la formacidn de una aldimina
inestable. El seoundo es la transformacidn nor medio del rea-
rreqlo dn Amadori en una cetoamina estable. (8.43)

El paso inicial ns la unidn de un aruno amino 1i-
hle de la hemootobina con el aruno aldehido de la molécula de
alucosa vara formar la aldimina. Solo el 0.0001% de 1la gqluco-
sa en solucidén estd en forma abierta. La Rase de Schiff o al-
dimina 2std en eaquilibris con 1a disociacidn del azfécar para
farmar la cotoamina. (4.8) ta eindtica de esta reaccidn ines-
table es avorximadamente 60 veces mavor aue la formacién de
1a cetoamina estable. {38)Estas 2 formas ou2den separarse por
nétodos finos como la isotacoféresio. detectindose a la aldi-
mina como respuesta rdnida par la ~levacién de los niveles de
alicemia. (8)

lLas pentosas son mﬁs reactivas gue las hexosas \'s
de éstas la D-galactosa v la D-manosa son mas reactivas que
1a D-qlucosa. La actividad de las aminas con el arupo carbo-
xilo depende bisicamente del aruno amino v de 1los factores
oxtornos.{38)Los arupor Al1fa anmino tales como el vesiduo ter-
minal de valina son mis activos aue los arupos oositon  amino
de 1a lisisna. (38.46)



Ay

HbAla'HhA]a?
l{hr\lb.HbAw

W Ay,

pre-Ho l\‘c

Hemoglobinas
*ripidas”

Hemoalobinas
glicosiladas

NOMENCLATURA DE LAS HEMOGLORINAS {26)

Principal forma de la hemoglobina, en su forma native
consta de un tetrimero no modificado de 2 cadenas alfa
y 2 heta.

Componente principal de la Kb Ay identificado por sus
propicdades cromatoardficas vy electroforéticas.

Componencte con modificaciones nostraduccionales.es mis
negativa que 1a hemoalovina A. so determina por croma-
tografia v electroforésis.

Distintos componenetes de la Hb A, identificados por

cromatografia,

Molécula de la lleo modificada por la unién de  uluco-
sa al residuo terminal de valina de las cadenas heta,a

travis d2 una unién cetoamina.

Una forra 1dhil de la hamoalobina alicosilada gue con-
tiene glucosa unida por una unidén aldimina al residuo
de valina de las cadenas beta.

La fraccidn total de las Hb Al +las cuales al tener una
caraa mds neqativa. emiaran mis ripidamente hacia el
inodo on la electrofordsis v en la cromatoaraffa de
intercambio idnico cue la Ha A.

Hemoalobinas modificadas por tener alucosa unida a las
cadenas alfa y beta de los residuos terminales de va-
1ina v a los grunos epsilon amino de los residuos de
1isina.
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los sitios especificos y tas copdiciones de 1a
glicosilacidn d2 la hemonlobina, han sido caracterizados por
varios investigadores. Los aminodcidos de 1la hemoglobina han
sido establecidos y al parecer no son diferentes las estruc-
turas primarias de las cadenas alfa y heta de la HbAo v la de
la Hh Alc' La cetoamina o el aldehido aue se une al grupo N-
terminal del aminodcido rorma una basc de Schiff, ésta tiene

un peso meldécular de aporximadamente 200. (8)

Los aldehidos ciclicos, esteroides y moléculas que
contienen fosfato vy aminodcidos, fueron excluides como posi-
hles gitios de unidn. Subsecuentemente Bookchin y Gallop es-
tablecieron aua los grupos W-terminal de valina en la Hb Me
estdn modificados, (8)

Usando la cromatoqraf{a para purificar la Hb Alc '
Bunn y Col. aislaron glucosa del aldehido por hidrélisis dci-
da. En un nuevo trahaio del arupo de Bunn,{dentificaron otras
fracciones menores de la hemoalobina., la Hb Alnl Yy la Hb AlaZ
aue son modificadas por fosfatos. las lh Ayo @n su mayor par-
te es modifiada por qlucosa. La Hb Alb es un producto de de-
secho de 1a Hb A, (38)

Ei cambio del punto isoeléctrico de 1a molécula de
hemoglobina es causado por la modificaciédn del qrupo N-termi-
nal de valina., Esto permite la medicién cuantitativa de 1a
hemoglobina glicosilada de la gque no 25td giicosilada,por va-
rias técnicas. Los métodos basados en el cambio de cargas pa-
ra separar las proteinas fucron usados para medir la Hb Alc‘
La parte scparada fue por modificacidén del grupo N-terminal
de valina, este no fue n) dnico sitio de glicosilacién de 1la
molécula de hemoglobina. (38)



La disminucidn relativa del pK del grupo N-termi-
nal de valina, (el pK de este grupo es de 6.65 (22)}) la hace
suceptible a la formacidén de la base de Schiff,a un pH fisio-
légico, siendo cstable a un pi de 4.0, (22} =2n un sitio como
21 sitio epsilon amino de lisina, son capacas de Fformar una
aldimina con la glucosa. (38)

Por los métodos usuales como la cromatoqraffa de
intercambio iénico, el método colorimétrico con &cido tiebar-
bitdrico y la comatograt{a por afinidad al horato.funn y Col.
demostraron que un nimero de qrupos epsilon-amine de 1lisina
fueron glicosilados también como la cadena alfa o heta del
grupo N-terminal de valina. Aunque hay muchos mas en 1lisina
que en valina.Generalmente hay menor suceptibilidad a la qli-
cosilacién de lisina. (38)

Valina es qglicosilada en un 4 a 5% al final de los
120 dias de vida del eritrocito en el no diahdtico. El 1% del
total de 1isina eostd glicosilada. La hemoglobina con qlicosi-
lacién solo del residuo de lisina, con pKa de 10, se separa
con el método de cromatografia de intercambio idénico usual o
la clectroforésis y sin embargo no es medible al usar estos
nétodos. (38)

La exposicidn de las proteinas a la glucosa en ol
espacio vascular, eoxtracelular y el {ntracelular, origina 1la
glicosilacién dz varias protefnas. aunque no se entiende com-
pletamente 4sto, parece gue la permeabilidad de varios teji-
dos a la glucosa, es el mayor pardmetro de la glicosilacién.
(14,38}

Bunn y Col.han estudiado los eritrocitos de varias
espacies {ncluyendo al hombre, al chango, al cerdo, perros vy

conejos. Estudiaron 1a unidn de la ¢lucosa sanguinca en 1la

vida del eritrocito on cada osy cie. (38.62)

y



La magnitud de la glicosilacidn depende de la par-
meabilidad del eritrocito a la glucosa.El eritrocito del cer-
do en momentos es impermeable a la glucosa y su  hemoglobina
no se glicosila. En contrast2 con el eritrocits humano que es
realmente permeable a la glucosa, con una glicemia intracelu-
lar simfilar a la concentracidn plasmitica. (38)

Durante los 120 dfas de vida del eritrocito humano
es expuesto a la concentracidn de la glucosa del ambiente. En
109 no diabdticos ol promedio de qluceosa plasmitica es de a-
proximadamente de 90my/dl. El diahético tipo 1 tratado con 2
inyecciones por 4f{a o menos., usualmente mantienen un promedio
de glucosa plasmitica de 230 mq/di, aproximadamente 2 1/2 ve-
ces el promedio del no diabdtico. (2.38) Tan pronto como el
eritrocito sale de su oriqen,la médula dsea,se glicosila len-
tamente, primero reversible y despucs {rreversiblemente. El
proceso es continuo durante toda la vida del eritrocite.{38)

Experimetos in vivo e in vitro. as{ como modelos
matemédticos, describleron los pasos de la glicosilacién, 1las
caracteristicas que detrminan la velocidad y la extensién de
la glicosilacidén. Estas son las siqguientes:

* La concentracidn de glucosa en el ambiente;

* El tismpo de vida d2l ecitrocito;

® La concentracién del 2,3 DPG:

* El pH intracelular:

“ La competicidn por los sitios de glicosilacién (aceti-
lacién}; y

EY

* E1 1% de la hemnglobina no suceptible a la. qlicosila-
cién. (28)

Al exponenrse la Hb An a la glucosa ocurre la for-
macién roversible de la aldimina, sequida de la formacién i-
rroversible de ta cetoamina. Por ol tiempo de vida del eri-

trocito y ot mimere do Hltiof gticositados so inrementa  pro-
PRI



porcionalmente en la Hb A, en relacidén a la concentracidn de

lc
la glucosa. (38)

La relacién entre el promedio de 1a ¢lucosa plas-
midtica y la concentranidn do ia Hb Alc' fueron estudiadas por
Suendsen y Col. y Nathan, ambos cstudios se establecieron on
el curso de 5 a 8 semanas y compararon el promedio de la me-
dicién de ta concantracién de la Hb Alc al final del periodo.
La investigacién de Suendsen demostrdé una linea curva acorde
con los datos. Estudios posteriores demostraron una linea re-
lacionada entre el promedio de la glucosa plasmitica de 85 a
350 y 1a Hb Ayge Los resultados de los 2 estudios fueron si-
milares. (38)



CAPITULO VI
GLICOSILACION DE OTRAS PROTEINAS

La glicosilaeién puede progresar a una serie de
reacciones no enzimdticas, (1) algunas de éstas no han sido
hien caracterizadas. (4,46)

La hemoglokina no es la Gnica protefna capaz de
glicos{larse.Por ejemplo, la glicosilacidn no enzimitica y la
reaccidn en cadena se han implicado en un nimero de problemas
asociados con 1a hiperqlicemia y la diabetes mellitus. (4,15,
26,28)

Concentraciones altas de qlucosa permiten el in-
cremento de la glicosilacidn, tambied en otras protefnas.Par-
ticularmente se afmctan las proteinas de larga vida,en célu-
las dquc no dependen de la insulina para ta incorporacién de
4luzosa. Como las células glomerulates, los eritrocitos, las
células de la ratina y las neuronas. La glicosilacién deriva-
da de las proteinas de la memebrana del eritrocito, el lente
del cristalino, 1a albumina, la coldgena y la mielina de 1los
nervios. {(15,26,30)

La glivosilacién no enzimitica se ha demostrado
primero en e1 cristalino, va que sus proteinas persisten por
toda la vida. Se han encontrado 2 tipos de uniones, unaszs que
pigmentan a las protefnas por aumento de la vulnerahilidad de
estas wroteinas a la oxidacién y finalmante a la opacidad de
la lente ocular. Puede ser por la glicosilacidén o por puen-
tos disulfuro entre los grupos sulfidrilo(SH)y los grupos del
aminodcido cisteina. (15,46}

El residuo fructuosa-lisina del inicial rearreglo
de Amadori de 1a glicosilacidn protéica se incrementa forman-
do uniones cruzadas en las protei{nas de larga vida,por degra-

dacidén oxidativa dol carboxil-metit-lisina inerte.FEl daiio por
T



1a unibén y oxidacidén se han implicado en la patogénesis de 1a
catarata diabética. Las uniones son la base de la fluorecen-
cia de las proteinas del lente envejecido. En el lente normal
l1os residuos fructuosa-lisina permanenecen constantemente con
1a odad, mientras gque los carboxil-metil-lisina se {incremen-
tan lincalmente, (36)

La conversidn de fructuosa-lisina a carboxi-metil-
1isina pucde ser inaparente en el cristalino del diabético;
pero debido a la hipoxia se favorece la formacidén de agredqa-
dos insolubles de los productos fluorescentes y por lo tanto,
aceleran la formacidn de cataratas. (36) En general la hipo-
xia baja el rendimiento de 1os individuos sanns. (21)

Las proteinas plasmidticas también son glicosiladas
por 1o due son una alternativa de 1la hemoglobina glicosilada
en las modiciones para el control de la glicemia.las circuns-
tancias del almacenamiento y la vida de la alhumina ( 2 sema-
nas) nos indican aue es mejor 1a albumina qlicosilada que 1la
hemoglobina glicosilada para el control a corto plazo.{4,46)

La glucosa se consideraba bhioldgicamente inerte,
pero al aumentar su concentracién puede alterar permanente-
mente a las protcinas,contribuyendo al envejacimiento asocia-
do a la declinacidn de las funciones de las células y los te-
jidos. (15)

El acelerado "envejecimiento® de la coldgena a si-
do documentado en personas diabéticas y éste se ha relaciona-
do con la acelerada glicosilacidn de la coldgena.(1,15)La que
parcce ser un proceso normal de envejemiciento y se acentia
en el individuo con hiperglicemlia.La coldgena que se glicosila
es menos soluble y menos suceptible a la digestién proteoli-
tica que 1a coligena no glicosilada. Esto suglere que la forma-
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cibén de 1a reacciédn cruzada puede ocurrir como resultado de
1as excesivan rcaccionvs no enzimiticas del resliduo de lisina
e hidroxilisina en al coldgena. (15,46)

El envejecimiento inicia cuando al aumentar los
niveles de glucosa, ésta se abre rompiendo su aniilo,activin-
dose, y as{ ¢l grupo aldehido (CHO) de la glucosa se une al
grupo amino (NH,) de la protefna, formando la base de Schiff.
La que es 1n-<tablﬂ Y por un proceso dusconocldo llamado Roa-
rraglo de Amadorl, A1 gue por deshidratacidn con tos afins sc
tranforma en producto final dc la gticositacién avanzada({AGE}
Este es de color amarillo-café y fluorecente. Los AGEs se u-
nen al grupo amino de otra prote{na originando uniencs cru-
zadas permanenctoes derivadas de la glucosa.(15,33)

H C
A
H-C-Ot
OH—?-OH ——i
-—
H-C-OH e h\{ /
e,
H-C-0H Wy N0
Peall -H
H-?-OH -
) 11-¢-0f H-C~0l ¢ H
-2-0H H-C-0H
n
Glucosa Grupo amino mas2 de Rearreglo  Derivado de glucosa
do la protefna Schiff do Anador! formando uniones cruradas

¢

Flgura 5.- Forpasidn do las unionos cruzadas derivadas de la glucosa{l%).



Los productos de la glicosilacidn avanzada tienen
actividad quimiotdctica para los macréfagos y los atraen al
sitio de la proteina glicosilada donde ellos la han modifica-
do y ayudan a mantener la hemostasia tisular. (33)

En los ancianos las células y tejidos se transfore-
man para declinar y morir. La célula se vuelve me2nos eficien-
te y menos capaz de reparar los dafios materiales y so onduce-
cen los tejidos. Por ejemplo, el pulmén y el miocardio se es-
panden menos, los vasos sanjyuineos se hacen rigidos, los 11-
gamentos y tendondes se endurecen. Los ancianos son mds pro-
pensos a desarrollar cataratas, aterosclerosis y céncer entre
otras enfermedades. (15)

Un receptor para los AGEs en las células endote~
lialas para las prote{nas con AGEs, se asocia con un aumento
en la actividad por-coagulante, con la cual actdan sinérgica-
mente 1os macréfagos, mediante la accidén tromhdica del TNF.
Esto sugiere que en la diabetes la acumulacién excesiva en al
tejido subendot=1lial puede contribuir a la coaqulopatfa dia-
bética y posteriorment2 formar la ecnfermedad oclusiva vascu-
lar. (63)

Otro cambio funcional intrigante de la glicosila-
cién no enzimidtica es que las lipoproteinas de baja densidad
{LDL), al incubarlas con la glucosa inducen uniones covalen-
tes entre la glucosa y los grupos cpsilon-amino de los resi-
duos de lisina deo las hapolipoprotefnas humanas. Las LDL son
glicosiladas mds lentamente y en un grado similar hay mayor
sintesis de colasterol. Sin embargo, la glicosilacidén no al-
tera la funcidn de las lipoprotefnas en la propensién de  los
diahféticos a la aterosclerosis. (23,34,35)
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La glicositacién no enzimitica también ocurre en
algunas membranas protéicas con efectos potencialmente pato-
16gicos. La glicosilacién de la membrana basal glomerular a-
fecta la cantidad y la calidad protéica. (55}

La membrana eritrocitaria eostd mds glicosilada en
1os hematies o%tonidos de diahéticos que 1oz de los controles
normales. Los eritrocitos del diabdtico tienen una vida mis
corta y son menos deformables gue 105 de los individuos nov-
males, cste fendmeno se asocia con la disminucidn de la irri-
gacidén asociada a 1a diabetes. (46,%56) La disminucién de 1a
deformidad de les eritrocitos tambied se asocia a 1la xida-

cién del grupo thiol cxcuesto on 1a memhrnia. (56}

Se han mostrado reacciones similares en los  ner-
vios.El aumanto de la qlicosilacién de la mielina de los ner-
viou implica un incremento de 1la suceptibilidad de estas
protefnas a la digestidén protcolitica y de la habilidad para
reparar las dreas desmielinizadas. (15,46)

Al separar la coligona de la duramadre de indivi-
duos ancianos y de diabéticos, sec encontrd un pigmento café-
amarillo que fluorece y tiene propiedades espectofotométricas
similares a la de los productos finales de 1la qlicesilacién
avanzada. {13)

La glicosilacidn no enzimitica de las proteinas
estrucutrales de los érganos y tejidos so incrementan en  tos
ancianos. La extensa unién de 1os carbohidratos a las protei-
nas, probahlemente contribuyan al edurecimiento y a 1la dis-
minucidén de la elasticiada caracteristica de los tejidos en-
vejecidos. La unidn no enzimdtica de glucosa a los dcidos nu-

clélicos puede gradualmente dafiar al DNA. (15)



El envejecimiento toma lugar a nivel celular como
en los tejidos. E1 DNA contiene grupos amino y es de larga
vida, pudiendo acumular los productos finales del metaholismo
de ta glicosilacédn avanzada. Estos pueden contribuir a in-
cremontar la alteracidn cromosémica relacionada con el enve-
jecimiento, como 1a declinacidn de la reparacidn, la replica~
cidén y 1a transcripcién del DNA. Tales camblos genéticos se
crec qua dafian la hawilldad del cuerpo para reparar las pro-
tefnas especializadas en la funcidn y sobrevida normal de la
ecélula. La glicosilacidn no enzimdtica puede tambidn causar
mutaciones que afecten la actividad del sistema inmune o per-
nitiendo algunos tipos de cdnceres. (15)

Los qenas colectan sroductos finalas de la qlico-
silacidén y la mutaciédn resultante surge cuande se trata de
reparar =1 DNA alterado por los productos finales de la yli-
cosilacidn avanzada. Esta conclusidn se hasa en gue la célula
bacteriana deficiante de una enzima reparadora del DNA tiene
mutacidén en el DNA. (15)

PLASNT GEN DE RESISTENCTA 17

A AMPICTLINA "3
AZUCAR E‘

GEN DE ISTENCIA 5
A TETRACICLINA

AMPICILINA TETRACICLINA
RESISTE ( I MUERE

Figura 7.- Mutacidn del DNA de una bacteria por {ncubacidn en glucosa.(15)
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La aminoguanididna es dtil para prevenir las unio-
nes cruzadas entre las protefnas.Es una hidralacina que reac-
ciona con el rearreglo de Amadori aparcentemente unide al gru-
po carbonil impidiendo que éste se transforme ea un producto
d2 1a glicosilacidn avanzada, tanto en los dlabétices como en
el onvejecimiento de 108 no diabéticos. (15)

PROTEINA ADYACENTE

AMINO-
GUANTDINA
aMINO- | ’
N N
1Y / i
AGE o {A‘C’@ |

PROTEINA GLICOSILADA

Figura 8.~ La amrojuanidina, una droga experimental cque interfiere con el
rearveglo de Amadori biogueando su transformacidn que origina
1as uniones cruzadas etro las protafnas. (15)

Con 200my/Kg de paso/dia de aspirina disminuye 1la
glicosilacidn un 26%.al disminuir la oxidacién del grupo thi-
01 expuesto por 1a membrana del eritrocito a un 18%.(56)La a-
aminosuanidina disminuye 1a glicosilacién un 100%.(15,56)
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CAPITULO VII

UNA MIRADA ATRAS EN EL TIEMPO

La dnica caracteristica de la Hib Al es que da una
vista retrospoctiva de los niveles de glicemia. Se han reati-
zado numerosos estudios de la lb Alc para darnos una alterna-
riva aparte de la glucosa en sangre y as{ llevar el control
del "{ndice diabdtico”, basado en el dato de la Hb A, que nos
da el valor de la glucosa sanqguinea de 6 a B samanas. (38)

Los factores que modifican ta relacidén entre 1la
glucosa plasmitica y la Hb Alc son la sobrevida y las carac-
teri{sticas del eritrocito, como la hemdlisis, la pérdida de
sangre, gue conduce a una acelerada produccidn de eritrocitos
por la médula dseca, disminuyendn los valores de la hemoglobi-
na glicosilada. (38)

La acetialeidn compite con la glucosa por los si-
tios de unién, pero depende de la técnica usada. La hemoglo-
bina acetilada migra con 'la hemoglobina glicosilada y causa
un incremento al medir la glicosilaciédn.(38)

Otros factores son el pH intracelular y la concen-

tracién del 2,3 DPG, que prescntan una concentracidn menor de
1a glicosilacién. (38)
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CAPITULO VIII
UTILIDAD CLINICA

En 197] Trevellin y otros {1%) encontraron que 1a
Ho Ay estd mds elevada en pacientes diabéticos que en 1as

personas normales y se relaciond la Hb A con otros pardme-

tros como el estado clinico, 1la glicemia‘gasal Yy 1a glucosu-
ria de 24 horas, los trigliceridos, el colesterol, las 1lipo-
proteinas, la tolerancia oral a la glucosa,la viscosidad san-
guinea y otros parimetros de control y diagndéstico de la dia-
betes. Existiendo correlacidn con todos,principaimente con 1a
glucosuria de 24 horas de las dltimas 4 a 6 semanas, por 1lo
que la Hb A, refleja el equilibrio glucosilado de los dlti-
mos meses. (26])

La necesidad de determinar un indice de timpo pro-
longado para el control de la glucosa en la diabetes crénica
ha emergido para establecer el grado de control metabdlico vy
el descubrimiento de las complicaciones. (7,22,36) La glice-
mia en el diabético var{a estraordinariamente de hora a hora
y dia a dia. Los valores semicuantitativos en orina y sangre
han sido reemplazados por el solo monitoreo de la glucosa sap
guinea, que requiere extraordinaria cooperacidén del paciente
y no establece el grado de control metahdlico. {(38)

Es muy importante para el control del diabético
ambulatorio y mis del individuo indiciplinado, la realizacién
quincenal o mensual de una determinacién de la giicemia y 1a
glucosuria en una fecha fija no tiene valor, pues con un dia
o 2 de régimen estricto, obtlene cifras normales,pues la gli-
cemia cambia rédpidamente, ilevando al médico a la creencia de
tener un buen control. LO que se evita con la determinacién
de 1a hemoglobina giicosilada cada 2 meses, comprobando este
valor al interpar al paciente y normalizar la Hb Ayor por el
régimen del internamiento. (7,8,26,38)



La hemoglobina glicosilada permite juzgar el tra-
tamiento de 3 a 5 scmanas, (8,26) no requiere ayuno,ya que su
valor no depende del momento del dfa en que se tome la mues-
traAemds sirve de criterio diagndstico de la diabetes, pues

hay estrecha relacidn entre la Hb A y la prueba de toleran-

ic
cia oral a la glucosa., Es (itil sobre todo en las curvas pla-

nas o en los limites de normaiidad. (26)

la desventaja de la anlc es que no sicve en casos
de urgencia como en hiper o hipoglicemia.Nos da valores fal-
sos en hemoglobinopatias como en la Hb F donde son altos y en
la hemoglobinopatia S y C se presentan valores inferiores.
Cuando la vidad del eritrocito es conrta,obtenemos cifras ba-
jas de 1la hemoglobina glicosilada. (26) El estréss produce e-
levacién de 1a Hb Aot (8,26)

La medicién de la Hb A
en diversas situaciones:

e 85 Pparticutarmente atil

1).- Al seguir el grado de control metabdlico en pacientes
con Diabetes Tipo I y II. Las mediciones cada 3 meses
juzgan la eficiencia del tratamiento y las complicaciones
del paciente. (7,8,38)

2).- Para saber el grado de control metahdlico en pacientes
que no se nan hecho examenes previos. No hay otra forma
de evaluarlos, la Hb Alc es el método con mayor utilidad
para evaluar a este grupo. (8,38)

3).- Al evlauar la hiperglicemia por estréss o hiperglicemia
por enfermedad intercurrente como la sépsis,la hipergli-
cemia por hospitalizacidn pero sin historia de diabetes
crénica, en cualquiera de estos casos y con una hemoglo-
bina glicosilada normal,se descarta la intolerancia a 1la
glucosa y sugiere que la hiperglicemia estd relacionada
al estréss por la enfermedad. Sin embargo,sl la hemoglo-
bina glicosilada es mayor a lo normal, el paciente ten-

drd intolerancia a la glucosa. (8,38)
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4).-

§).-

6).-

7).~

Hb A
1
DIABETES TIPO I O TNSULINO DEPENDIENTE.- La Hb A

La identificacidn de pacientes con riesgo a la hipergli-
cemia. Los pacientes tratados con insulina pusden pre-
sentar hipoglicemias, particularmente en la noche, cuna-
do los sintomas pueden ser i{naparentes. Un descenso de
la Hb Alc mayor al rango inferior puede alertar al médi-
co a esta probabilidad y hacer un cambio oportuno del
tratamiento, (39)

Para aclarar contradicclones y confusiones en la prueba
de tolerancia oral a la glucosa.En caso de glicemia nor-
mal y prueba de tolerancia a glucosa con una {insignifi-
cante elevacién pospandrial. La hemoglohina glicosilada
dard la pauta. (38}

Las embarazadas com monitoreo de la glicemia, especial-
mente las que siguen un tratamiento con insulina. La he-
moglobina glicosilada valida los resultados de los tes-
gos. (38)

La evaluacién de cualquier cambio de tratamiento.la gli-
cemia es sujeta a muchas variaciones y refleja un punto
en el tiempo, siendo diffcil hacer un juicio terapéutico
basado solo en esta informacidén, La Hh Alc es mds signi-
ficativa y clerta. (38)

La identificacidn de la diabetes por medio de 1la
of {40)
1c°S usada en
conjunto con la glucosa sanguinea y urinarta. La Hb Alc
mide los valores de 4 scmanas y se valida con el monito-
reo en casa de la glicemia. Si se eleva la Hb A]c,se de-

be ajustar la dieta y 1a insulina. (11,7,8)

DIABETES TIPO IT O NO INSULINO DEPENDIENTE TRATADA CON HIPO-

GLICEMIANTES ORALES.-Cuando el paciente reporta una glu-
cosa sangufnea y urinaria normal, y progresan sus com-
plicaciones, se evidenc{a 1a descompensacidn con 1la Hb

Alc.(la) Para el diahético con un metabolismo estable
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seria suficiente una determinacién de su Hb Ao @ inter-
valos de 3 meses para vigilar la compensacién. (7)

DIABETES Y EMBARAZO.~ La Hb Ao es la dnica técnica indicada
para el control metahdlico de 1a diabética que  planea
embarazarse. El tratamiento que tiene por objetivo el
control para alcanzar el metabolismo normal de la gluco-
sa, es equivalente a la normalizacidn de la Hb A‘c. Con
esta técnicus puede complementarse el monitoreo de la gli-
cemia,para tener mejor certeza en el tratamiento y en el
prondstico.Existe relacidn entre las malformaciones con-
génitas y la elevacién de la Hb A
tre del embarazo. {38)

1c @ el primer trimes-

La interpretacidn de los valores de la Hb Alcen el
diagndstico de la Diabetes Mellitus, es como siguet

1.,- LA Hb AlcNORMAL Y LA GLUCOSA SANGUINEA Y POSPANDRIAL ME-
NORES DE 200 mg/dl.- Indican un control metabdlico esta-
ble.

2.~ LA Hh Alc NORMAL Y LA GLUCOSA SANGUINEA ELEVADA.-Signifi-
ca un detarioro metabblico hace pocos dias. Con un tra-
tamiento apropiado esta situacién puede resolverse sin
dificultad.

3.- LA Hb Alc Y LA GLUCOSA SANGUINEA ELEVADAS.- Se encuentran
en la diabetes manifiesta y en pobre control del pacien-
te.

4.- LA Hb Alc ELEVADA Y LA GLUCOSA SANGUINEA NORMAL.- E1 pa-
ciente con reciente diagnéstico de Diabstes o con pobre
control metabdlico por algunas semanas. No hay complica-
ciones con un buen régimen. {7,8,38)

La prueba de tolerancia a la glucosa presentan re-
lacidn con la hemoglobina glicosilada, pero oviamente es el
mejor indicdor de la tolarancia a la jlucosa. Por otro lado
los valores de la hemoglobina glicosilada elevado y la prueba

de tolerancia a la glucosa normal se encuentra en los indivi-
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duos obesos. La prueba de tolerancla a la glucosa muestra el

estado metabdlico durante el tiempo del exdmen y la Hb Alc es
un indicador del estado metabdélico por un periodo de varias

semanas. (8,38)

Estudios recientes indican que los métodos tradi-
cionales de evaluacidn de la glucosa sanguinea para el con-
trol de la diabetes, tales como la historia cifnica, la ex-
ploracién fisica y la glucosa en sangre y orina, han sido los
valores para el control de la glucosa sanguinea en los diahé-
ticos. Pues la modicién de la hemoglobina glicosilada es un
{ndice promedio de la glucosa sangufnea de semanas o meses vy
no se utiliza ampliamente aunque este examen proporciona in-
formacién importante que no se obtiene de otra manera en la
prictica médica. (4,7,26,36,54)

Se ha mostrado la utilidad clinica de la medicién
de la hemoglobina glicosilada y se busca su aplicacién. (1,6)
El examen fécilita el control del diabético que requiere e-
xactitud y valoracién objetiva de su glicemia por largo tiem-
po.Un cambio en el tratamiento para controlar 1la glucosa san-
guinea se puede valorar el resultado con el de la glucosa
sanguinea, pero el cambio en la glicemia puede detectarse me-
jor con la hemoylobina glicosilada. Por ejemplo, un cambio
répido en el valor de la glucosa plasmitica de 3 000 mg/t a
1 200 mg/1 se asocian con una disminucién de 1la hemoglobina
glicosilada, cerca del 1% en una semana y del 3% en mis de un
mes. As{ el valor de la hemoglobina glicosilada puede ser ob-
tenido en intervalos do 2 a 1 semanas en ciertas situaciones
ciinicas como en la diabética embarazada o en un cambio del
tratamiento. (26,54)



CAPITULO IX
LA MEDICION DE LA Hb A

ie

Se han desarrollado un gran nimero de téenicas pa-
ra medir la hemoglobina glicosilada. Por faclilidad se han a-
grupado por el mecanismo que usan al sepapara la hemoglobina
glicosilada de la que no estd glicosilada. (38)

* METODOS BASADOS EN LA DIFERENCIA DE CARGAS.

La glicosilacidn del grupo amino-terminal de vall-
na ocasiona un cambio en el punto isoeléctrico de la hemoglo-
bina. Esta reaccidn es la razén usada por los métodos fisicos
o para la separacén de las especies glicosiladas y las que no
1o estén. Estos son:

+ La cromatograffa de intercamhio idnico;
* La electroforésis; y
* El punto isoeléctrico.

LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIOG IONICO,

HistOricamente la cromatografia de intercambio 16-
nico fue el primer método usado para la separacidn y cuanti-
ficacidén de la hemoglobina glicosilada. Este es el método mds
ampliamente usado en los laboratorios clinicos de todo el mun-
do. (36,43) El fundamento del método es que varias especies
de hemoglobinas glicosiladas, incluyendo la Hb Alc’ son menos
positivas que la Hb Age @ un pH nutro, (38,43)y se unen menos
a la resina con carga eléctrica negativa, por lo que se des-
plazan con el amortiguador cationico débil {SOmM Na').ra frace
cidén no glicosilada es desplazada cuando se uga una concen-
tracién alta de saies (300mM). (38,43) El hemolizado se apli-
ca a la columna de resina y se colecta el eluldo., La menor
carga positiva de los componentes menores de la  hemoylohina

3] 1; ) B (25
hacen que eluya primero la Hh Ala’Alb Yy Alc,ances de 1la fra

cién mayor de 1a hemoglohina, la Hh A (18,53)5u porcentaje
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total de hemoglobina puede ser ficilmente determinado con un

espectofotometro. La elucidén mis ripida de 1a hemoglobina ba-

jo estas condiciones da la razén para llamarlas "hemoglobinas

rdpidas" para las fracciones correspondientes a las hemoglobi-
nas Aj Ay A .La cuantificacién espectofotométrica de 1las

fracciones de la hemoglobina c¢s a 415 nm.Algunos procedimien-

tos solo separan 10s componentes menores de la hemoglobina,

por este medio se cuantifica la Hb Alc separando la Hh Al {Hb

Ajaspeg) de a Hb AL (38,50)

De esta técnica existen numerosos equipos comer-
ciales. La téenica consiste en hemolizar la sangre anticoagu-
lada y se coloca en las columnas de resina de intercambio i6-
nico, para eluir la Hb Al con el primer amortiguador y la Hb
Ao con un segundo amortiguador. (26,36)

Con el reconocimiento de la {mportancia clinica de
la técnica de la hemoglobina glicosilada se han desarrollado
modificaciones del método original de la macro-columna,permi-
tiendo una separacién mds rdpida y conveniente. El método de
microcolumna proporcionado comercialmente desarrolld el uso
de la resina Birex 70 y la elucidn con dos amortiguadores pa-
ra separar la hemoglobina glicosilada de la Hb Ao. El menor
tamaffio (1x 2.5 cm)de la columna nos proporciona resolucidn da
las fracciones glicosiladas, las cuales fueron eluidas como
Hb Al.La técnica requiere 60 minutos y es extremadamente sen-
sible a cualquier camblo en el pH del amortiguadro o de 1la
temperatura.{26,53)Para la macrocolumna la temperatura O6ptima
es de 20°C; al aumentar la temperatura se elevan los valores
de los resultados. En la microcolumna los efectos de la tem-
peratura corresponden al 1% de la Hb A1 por cada °C, necesi-
tando un riquroso control de la temnerstawa, (29,30,53)

El uso de la columna permite la realizacidn de va-

rias muestras a la vez. La reciente introdiccién de 2 amorti-
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guadores de cationes débiles para eluir 1la HbA .y 1la HbA,  de
1a 1A, permite la separacidn real de la HoA, con el método
de microcolumna. El totait de la hemoglobina es determinado
indirectamente al medir la absorvanclia del hemolizado antes
de aplicarlo a 1a columna. Este tipo de método ofrece impor-
tantes ventajas sobre otras técnicas que solo miden Hb AI(ZG)

La segunda modificacién de la cromatografia de in-
tercambio iénico fue el uso de la cromatografifa 1iiquida de
alta presicién (HPLC). La mejor resolucién y mayor velocidad
del sistema de cromatoqrafi{a liquida se realiza a una veloci-
dad de 24 ml/hora y S50 psi, permitiendo la separacidn de las
hemoglobinas Ala’ Alb’ Alc y Au. {26,138)

En gencral el método de HPLC es una cxcelente tée-
nica con buena presicidn y permite una rdpida separacién de
1a #h AIC
y da 1la Hb Ao' El hemolizado se aplica a las columnas de vi-

de los otros componenctes menores de 1a hemoqlebina

drio que miden 0.8x3cm, llenas con resina de intercambio 16-
nico. Usando un sistema de 2 amortiguadores, similar a los
demds métodos de columna. La separacién requiere aporximada-
mente 40 minutos. (26,38)

El primer amortiguador con un pH alto y menor con-
centracién de idénes sodio que el segundo, se aplica a la co-
lumna bajo una presidn moderada y a una velocidad de flujo
ripida. Despues de la elucién de las diversas fracciones me-
nores de la hemojlobina, se aplica el segundo amortiquador
para eluir la Hb Ay La absorhancia del eluido es monitoreada
constantemente, permitiendo la cuantificacién de cada compo-
nenete menor de la hemoylobina. Este método pucde ser automa-
tizado. (26)

Aunque ol costo de un sistema HPLC cualquiera tie-

ne un costo de aproximadamente $20 000, pero el costo para
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realizar el estudio de cada muestra es pricticamente de cero.
Sin emhargo, con este método no se pueden realizar varias
muestras a la vez, solo de una en una, estudiandose 40 a S0
andlisis por dia.El control de calidad incluye el cuidado del
pH del amortiguador y la temperatura,como en el método de mi-
crocolumna. (38}

El método de PHLC reguiere meticulosas técnicas de
laboratorio, para llevarla acaho y mantensr dptmos resultados
El equipo es caro, pero los laboratorios que analizan muchas
muestras a la semana, el costo por estudio es comparable con
el del método de microcolumna. (26)

otra modificacion del método de intercambio idnico
e3 2l uso de un método de separacidén en grupo, similar al de
microcolumna, le da al laboratorio la ventaja de realizar va-
rios estudios a la vez. Como el método de microcolumna,el mé-
todo por grupos no separa las fracciones menores de la hemo-
glocina glicosilada. (38)

Todos los métodos de intercambio iédnico tiene 1i-
mitaciones y similares {nterferenclas. Las heﬁoglobinas gli-
cosiladas libiles {pre-Hb Alc) se remueve primero en la téc~
nica, La hemoglobina fetal migra con la hemoglobina glicosi-
lada y las hemoglobinas S y C no, por ésto su presencia oca-
ciona valores falsos altos o bajos. (1,29,38,62)

El suero con quilomicrones, la administracidn de
altas désis de aspirina y la uremia interfleren con el méto-
do deo cromatografi{a de intercambio iénico al medir 1la hemo-
globina glicosilada. E1 lavado de la muestra es la parte de
la preparacidn para remover las fracciones léhiles y as{ eli-
minar el problema con la glucosa libre. La carbamilacién y la
acetilacién son factores que raramente dan falsas elevaciones
de los resultados de la medicidn de la hemoglobina glicosila-
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da en un grado significativo. (29,38)Las hiperlipidemias oca-
sionan falsas elevaciones. (1,320)

Una gran dificultad es la sensibilidad de la resi-
na a los cambios de temperatura,por lo que se rccomicnda rea-
tizar las determinaciones a 22 + 59C,ya que los valores obte-
nidos a csta temperatura reflejan mejor el porcentaje real de
la cancentracién de la hemoglobina glicosilada en ia mwmuestra
de sangre.(1,29) La téenica es afectada por el pH, la fuerza
iénica y la temperatura de los aniones del amortiguador para
eluir, la temperatura a la que se realiza la técnica, el peso
de las columnas y 1as condiciones de almacenamiento de las
muestras. (53)

- 40 -



ELECTROFORESIS.

La densidad de la carga positiva de las hemoglobi-
nas glicosiladas facilitan su separacién por 1la técnica de
electroforésis, La hemoglobina glicosilada puede medirse uni-
camente utilizando la electroforésis. En genaral cuando un
hemolizado se aplica en un soporte bajo un potencial 2léctri-
co, los componenctes separados de la hemoglobina cruzan el
soporte deacuerdo a su diferencia de cargas.Un gel de agar de
cltrato disponible comercialmente se utiliza en este método.
Es una alternativa dtil del método de intercambio iénico. El
gel presenta grupos sulfato y piruvato, con carga negativa
que interacciona con los distintos componentes de la hemoglo-
bina. La técnica se reatiza con un amortiguador de citrato.
cuando una corriente eiéctrica se aplica, 1la HbA migra mds
despacio que sus componentes menores. Todas las fracclones
glicosiladas migran en una sola bunda(HbAl)en la técnica de
clectroforésis L las hemoglobinas glicosiladas tdhilas  deben
de sor removidas antes de realizar la téenica. (26,38)

La técnica requiere equipo especializado y costoso
pero se compensa porque se pueden procesar varias muestras a
la vez. Una desventaja es que el método solo mide la ib Al.La
hemoylobina fetal y los  intermediarios lihiles interfieren
los resultaos, las hemoglobinas § y C no. (26)

La hemoglobina fatal migra junto con las fracciones
gticosiladas., {62) Las hemoglobinas S y C migran en una espl-
ga separada en el gel de agar. Con una variedad del potencial
de voltaje, 24 muestras pueden realizarse en una hora.la tée-
nica de electrofordsis no se afecta por los cambios del! pH o
la tomperatura del amortiquador,ya que es estable de 4a30 ,C.
Tampoco se altera por la concentracidn de triglicerides. (26)
Presenta relacidn con los resultados de la cromatografia de
intercambio idnico. Se le ha porporcionado comercialemnte a
10s laboratorios clinicoes. (3B)



PUNTO ISOELECTRICO

El gel de poliglicano es un tipo especial da elec-
troforésis que separa las hemoglobinas deacuerdo a sSu punto
igoeléctrico. ( 7,8,26 ) E1 hemolizado es sujeto a una co-
rriente eléctrica en el gel, que ha sido especialmente prepa-
rado para tener un gradientc de pH, &l que se establece por
periodos establecidos., La mezcla de poliamino y dcido poli-
carboxilo,presentan diferentes puntos isocléctricos para cada
componates de la hemoglobina.lLas hemoylobinopatias no afec-
tan los resultados. La pre-hemoglobina Ao st interfire. Sin
embargo hay reportas que indican que las pre-hemoglobinas Alc
pueden ser serparadas de la Hb Ao con un tomografo laser de
alta sensihilidad. El equipo necesario es caro. El método se
ha hecho mis popular en Europa y Estados Unidos. Los resulta-
dos sa relacionan bien con otros métodos de cuantificacidn de
la hemoglobina glicosilada.La presicidn de la técnica es com-
parable con la de otros métodos. (26)

Aungue el método original de puntos isoeléctricos
no separan las fracciones menores glicosiladas, el gradiente
del pH de la superficie, permite la separacién de 1a Hb Ala'
la Hb Albde la HbAlc, en el gel de agar de policrilamina. Las
hemoglobinas S, C y F no interfieren con 1la téenica de puntos
isveléctricos y las hemoglobinas cuantificadas pueden sepa-
rarse de la hemoglobina glicosilada, mAs importantemente lag
hemoglobinas glicosiladas idhiles, que migran separado de las
fraccines estables. Oviamente el control del pil y la concen-
tracidén son criticos en este método. Los resultados se cuan-
tifican con microdensitémetro. El némero de estudios se limi-
ta por el nimero de l{ncas en el gel. (38)
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* METODOS BASADOS EN LA REACTIVIDAD QUIMICA.
METODO COLORIMETRICO.

El método colorimétrico es el mis ampliamente usa-
do, con la técnica del hidroxi-metil-furfural/dcido tioharhi-
tirico, En éste el color medido se forma de la reaccién entre
2l S-hidroxi-metil-furfural y el dcido tioharhitirico. (44,46
55)

El azlcar que sc une a la hemoglobina es converti-
da en 5-hidroxi-metil-furfural durante el tratamiento con ca-
1or al reaccionar con el dcido tiobarbitlirico.{26,55)Este mé-
todo determina los grupes glico en los residuos de valina y
1isina. (26)

El1 método es poca afectado por muestras refrigera-
das y las condiciones de almacenamiento, no se afecta por las
hemoglohinopat{as o la adiccién a 1la hemoglobina de otros azi-
cares gue no son glucosa. Otra ventaja importante de nste mé-
todo es que la fructuosa pura puede ser incluida como estan-
dar. Sin embargo,la glucosa tibre interfiere, por lo que, se¢
debe remover antoes de realizar la téonica. Una cuidadosa  es-
timacidén de las condiciones requeridas para 1a técnica.(26)

Un problema adicional ha sido que la unidad repor-
tada de la hemoglobina glicosilada es diferente en cada labo-
ratorio. Por ejemplo, como nanometros de hidréxi-metil-furfu-
ral/mg de hemoglobina o equivalentes de Eructuosa/mg de hemo-
glohina. Esto os extromadamente diffcit para comparar, pues
1os rosultados que reportan 2 lahoratorios serdn diferentes
entre sf. Esta técnica puede autorizarse y ofrece una alter-
nativa muy Qtil. En el presente no se proporcionan equipos

comarciales de! metodo colorimétrico. {(26)
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Mientras la cromatojraffa de intercambio iénico,la
electroforésls y cl punto isocléctrico miden 1la hemoglobina
glicosilada a través de la diferencia de cargas,el método co-
lorimétrico mide directamente la glucosa unida a la hemogjlo-
bina.La glucosa se hidroliza para formar la cetoamina bajo 1a
accién de un Acido débil, produciendo S5-hidréxi-metil-furfu-
ral. Los colores producidos reaccionan con el dcido tiobar-
bitlirico,para producir un color adicional que puede ser cuan-
tificado espectofotometricamente a 443 nm. Teoricamente 1la
técnica colorimétrica difierc de ias demds téenicas anterio-
res porque mide toda 1a glucosa unida a valina y lisina en la
hemoglobina glicosilada. Comparando con el método de inter-
cambio iénico que detecta solo la glicosilacién en el residuo
N-terminal de valina. La téenica colorimétrica mide el total
de ella hemoglobina gicosilada, tiene un r mayor de 0.9. {38)

El método colorimérico consta de una técnica £4-
cil, se puede procesar varias muestras al mismo tiempo, con
buena exactitud y sensibilidad. Son los principales rcactores
que nos conducen a elegir esta técnica de laboratorio. f.a im-
portancia de remover las hemoglobinas glicosiladas 1&biles, y
la estabilidad del almacenamiento de las muestras para tomar-
la cncuenta al seleccionar el método. (9,38)

Es importante mencionar que la Hb Al os comparable
con el valor de la Hb Alc' La Hb 1\l tiene un valor mayor que
el de la Hb Alc
hemoglobina glicosilada (usualmente de 1.5 a 3.9%). Cualquie-

» pues 1a Hb A, solo mide una fraceidn de 1a

ra de las mediciones es Gtil. Los resultados de la Hb Aly 1a
Hh Alc se pueden comparar en técnicas capaces de medirlas. El
coeficiente de correlacién usualmente excede el rango de 0.99

(38,55)

Desafortunadamente un prohlema mayor con la téeni-

ca colorimétrica es que el dcido hidroliza a la concentracidn
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de 1 M al 4dcido oxdlico,solo hidroliza una pequefla y vatiable

fraccidén del residuo de glucosa.lLa formacidén del color produ-

cido por el S5-hirdoxi-metil-furfural y el dcido tiobarhitirico
depende del tiempo.La presencia d glucosa libre en la muestra

a analizar clevard falsamente el resultado. Hay una pequefia

cantidad de color no especifico desarrollado en 1la técnica.

(38,44,55)

La realizacién de la técnica inicia hidrolizando
la nuestra bajo presién(124 Kpa, 124°Clen una autoclave por 1
hora. La hemoglobina se precipita con el dcldo tiobarnitdrico
y el filtrado sc separa por centrifugacién. E1 sobrenadante
reacciona con el S-hidroxi-metil-furfural y el dcido tiohar-
bitdrico, se lee a 443 nm. Con esta modificacién el grado de
hidrbdlisis es variable, por eso la muecstra control que es de
fructuosa, tambich se hidroliza por el 5-hidréxi-metil-furfu-
ral, as{ como cada muestra. La estandarizacidn de la concen-
tracién de la hemoglobina en cada muestra tambiefi es impor-
tante. Una curva estandar desarrollada con cantidades cono-
cidas de 5-hidréxi-metil-furfural permite la conversién de la
lactura espectofotométrica de un pM de 5-HMF/mg del valor de
i1a hemoglobina. {38,44,55)

La ventaja de la téenica colorimdtrica es que no
se afecta por la presencia de variantes de la hemoglobina,las
fracciones glicosiladas lébiles o la uremla. Sin embargo, 1la
glucosa libre puede afectar adversamente los resultados, por
lo que la muestra debe lavarse antes. (39,53)

Varias muestras pueden realizarse en 4 o 5 horas,
que es el tiempo necesario para realizar la técnica.Al compa-
rar 1os rcsultados del método colorimétrico con la técnica de
intercambio idnico son altamente reproducibles. (55)
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+ METODOS BASADOS EN LAS DIFERENCIAS ESTRUCTURALES.
CORMATOGRAFIA POR AFINIDAD.

Esta técnica utiliza ia inmovilidad del m-fenil-
borato-cis-diol. Esn este caso, la hemoglobina glicosilada se
une a la columna y la no glivosilada s2 eluye primero. (46)

La cromatograt{a por afinidad es una técnica para
separar moléculas grandes, basado en su estructura quinica.La
fase estacionaria, la cual cs empacada en una columna con ma~
triz insoluble e inerte, as{ como agarosa o celulosa, con una
apropiada unidn. La fase mdvil contiene la sustancla prepara-
da, que pasa a través de la columna y se separa por sus dife-
rentes interacciones con las uniones. Para cuantificar 1a he-
moglobina glicosilada usualmente la matriz es agarosa y las
uniones son el dcido m-amino-fenil-bordnico. (26)

La hemoglohina glicosilada contiene grupos cisdiol
en la porcién de 1a glucosa, la cual forma 5 anillos conple-
jos con el 4cido bordnico. E! hemolizado es preprado directa-
amnte del paquete eritrocitario de la sangre fresca, apllcado
a una columna y lavado con 2 amortiguadoras. El primero eluye
la fraccidn no glicosilada, la cual no ticne grupos cis-diol
Yy no se une al dcido hordnico. lLa fraceidn rica en hemoglobi-
na glicosilada sc¢ eluye con el segundo amortiguador, la cual
usuaimente contiene sorbitol, un azicar alcoholizado que des-
plazard la hemogiobina glicosilada de la columna. Los equipos
contienen columnas preparadas y el amortiquador apropiado(26)

La técnica mostré disminucién de los efectos de
manejo y almacenamiento.Los intercambios de la basce de Schiff
14bi1 no interfirid, no as{ las hemoglobinopatias y la adi-
cidén de azlicares a la glucosa diferntes de glucosa.los resul-

tados correlacionan bien con el método colorimétrice de bci-
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do barbitirico y el método de intercambio idnico. La técnica
es muy sensible al menor cambio en las propiedades del gel,
as{ como cn 1as concentraciones de las uniones.la cromatogra-
t{a gonralmente muestra valores mds altos que otros métodos,
tanto para muestras de diabéticos como para la de los no dia-
béticos, pues mide la hemoglohina glicosilada hasada en 1la
diferencia de cargas. (38)

Un nucvo método de medicidn de los residuos glico-
silados es 21 método de cromatograffa por afinidad al dacido
fenil borénico. Este dcido se conoce especialmente por su en-
lace cis-diol. La unidn de los grupos cis-diol del fenilbora-
to separan la resina, proporcionando una matriz, la cual une
los grupos cis~-dlol de la glucosa ¢ue se une al residuo de
tisina o valina de la hemoglobina glicosilada.La Hb Aa que no
se relaciona potr unidn al borato se cuantifica espectofotomé-
tricamente. La hemoglobina glicosilada se eluye con la sucro-
sa al 0.2 M y medio. La superficie de la resina, la afinidad
al borato y e! limite de la habilidad para reciclarse y re-
usarse, le da el margen al uso de este método. (38)
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* OTRAS TECNICAS.
RTIA, FUROSEMINA, ADICO FITICO.

Una variedad de otras técnicas han sido propuestas
augnue ninguna de éstas tiene actividad para usarse amplia-
mente, como el método de intercambio iénico, la electroforé-
sis o el colorimétrico. E1 RIA no es disponible ficilmente,La
téenica de fructosamina tiene mds ventajas por su capacidad
de unir cetoamina y glucosa. La medicién de 1la  hemogylohina
por esta técnica es por la reduccidn del nitro-azul de tetra-
soiium bajo condiciones alcalinas. La técnica de medicién de
la furoseina mide la hemoglobina glicosilada por la produc-
cién de furosina por hidrdlisis de la lisina glicosilada. La
técnica del dcido fitico esta basado en la reaccidn del dcide
titico con el grupo N-terminal de valina de 1a hemoglobina
no glicosilada y por la inhabilidad de las cadenas alfa y be-
ta de las hemoglobinas glicosiladas de unirse a éste. (38)

Las diferentes caracter{sticas de separacién de
las técnicas anterjores, todas se relacionan extraordinaria-
mente. La eromatografia de intercambio {énico mide la glico~
silacidnen el grupo terminal de valina, cl método colorimé=-
trico y el de afinidad a1 dcido bordnico miden el total de a-
minoicidos glicosilados (valina y lisina). Estudios compara-
tivos de estas técnicas reveld que el mejor métoda es el mds
adaptado a cada laboratorio clinico. (38)

g W U
b GatTESh
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CAPITULO X

SELECCION DE LA TECNICA.

Con el gran nimero de método de ensayos de la ha-
moglobina glicosilada es muy diffcil de seleccionar la téeni-
ca apropiada para uno. hay considerables debates concernien-
tes a cada método. Cada téenica tienc ventajas y desventajas
para el laboratorio clinico. Ningidno podria considerarse " el
mejor®. Todos los métodos proporcionan informacién cilinica
comaparable, si son realizados adecuadamente. Para cada laho-
ratorio la seleccidén del método depende de diversos Ffactores
incluyendo el costo, el nimero de muestras a realizar, el al-
macenamiento de las muestras y las caracter{sticas de la po-
biacidén. {26)



CAPITULO XI
FUENTES DE CONFUSION.

Cada técnica tiene problemas particulares asocia-
dos con su uso y éste tiende a depender de 1s natursleza del
modo particular del andlisis. (46)

A.- FACTORES DE LA TECNICA.- Las condicioncs de 1a
técnica pueden afectara los resultados, incluyendo la tempe-
ratura, el pH, la fuerza iénico y el medio de las columnas.lLa
aplicacién de estos importantes factores, suman la varjabil{-
dad en los resultados de 1a técnica., (29,30,36)

B.~- LAS FRACCIONES LABILES.- Después de la intro-
duccién de la técnica de microcolumna para medir la huemoglo-
bina glicosilada. varios estudios sugirienon que la formacién
de 1a hemoglobina glicosilada es rdpida e irreversible, ori-
ginando importantes dudas respecto a la validez de 1la medi-
cién de 1a hemoglobina glicositada como indicador a largo
plazo para el control de la glucosa. (26,29,54)

Nosostros ahora sabemos que la formacidén de ia he-
moglobina glicosilada es un proceso de dos pasos, con la for-
mactén inicial de un intermediario, la hase de Schiff, resul-
tando de la unidn de la glucosa y la hemoglobina. Este compo-

nenete 14bil es llamado pre-A cuando la glucosa se une al

i’
grupo NHZ-tcrmlnal de valina de 1la cadena beta, entonces se
une jrreversiblemente, camblando la forma de 1a hemoglobina a
la forma glicosilada (cetoamina) o se disocia en glucosa y Hb

A. (26,39,54)

Desafortunadamente, el intermediario el cual ac-
tualmente es responsable de la concentracién de la glucosa,en
la cromatogratia de la hemoglobina da incrementos falsos en

el examen de la Hb Alc' Asi que es necesario remover los in-

termediarios, incubando la muestra en solucidn salina y 1i-
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sando la muestra en un amortiguador con pH bajo. Afortunada-
mente las presentaciones comerciales de microcolumna de in-
tercamhio iénico incluyen también un reactivo lisador en el
equipo de reactivos. (26,34,54)

El método colorimétrico con 4dcido tioharbitirico y
los medios fisicos de separacidn de la hemoglobina glicosila-
da tendrdn valores altos falsos, a menos que la muestra sea
mancjada adecuadamente. La presencia de glucosa libre con 1la
hemoglobina da valores altos falsos, La base de Schiff aumen~
ta un 20% el valor de la Hb Alc’ por cromatograffa,si la san-
gre no es dializada o tratada con un amortiguador o pre-
viamente incubados los eritrocitos en solucién salina a 37°C
por una hora. {39,46,54)

Todos estos procedimientos son para elimiran 1la
fraccidn 1dbil y as{ los resultados del andlisis sean de 1a
medicién de la fraccidn estable. La fraccidn 14bi1l varia de-
pendiendo de la concentracidén de glucosa del ambiente,la cual
lleva la sangre. Estas diferencias se presentan cuando se
miden las fracciones répidas. (Ala,b,c)' {39,46,54)

C.- ANEMIAS HEMOLITICAS, FLEBOTOMIAS, Y EMDARAZO.-
Todas estas situaciones tienden a disminuir los resultados de
la hemoglobina glicosilada para expresar los valores cn pro-
porcidén a la disminucién del tiempo de sobrevida del eritro-
cito, que en mds corto. (26,36}

D, - HEMOGLOBINOPATIAS.- Diversas variantes de la
hemoglohina asociadas con falsos incrementos o disminuciones
de los valores de la hemoglobina glicesilada, dependiendo de
las caracter{sticas de la carga de la part{cula varfante. La
hemoglobina fotal por cromatografia corre junto con las hemo-

globinas rapidas, incrementando aparentemente la concentra-

cidn de 1a Hh A 0 la Hb A, (26,36,62)
le BT



Otras hemoglobinopatfas como la Hb C y S, disminu-
yen falsamente los resultados del examen. En la mayoria de la
poblacién de pacientes diabéticos. Estas hemoglobinopatias
variantes son relativamente raras, pero en situaciones clfni-
cas éstas son frecuentes. Los métodos que se basan en la di-
ferencia de cargas pueden preferirse,como la cromatoyrafia de
intercambio iénico. La HPLC no se afecta por la presencia de
las hemoglobinas F, C y S. (26,29)

Las hemoglobinopatfas variantes también afectan la
separacidn t{sica en técnicas particulares. For ejempla, 1la
separacidén de la hemoglobina en el haz de celulosa de la  he-
moglobina normal en la técnica de HPLC para la ilb Ala,b,c(ZG)

E.- UREMIA.- La hemoglobina A; se reporta més ele-
vada en insuficiencia renal. Esto parece ocurrir a pesar del
factor de la corta sobrevida de los eritrocitos en el paclien-
te con uremia. Como es un producto final de ta urea, la cuat
puede reaccionar con los grupos amino en forma {rreversible y
cambiar las propledades cromatogréficas, Otras moléculas pe-
quefias unidas a la hemoglobina pueden ser involucradas tam-
bien(26,46)

F.- EL CONSUMO DE ALCOHOL.- El acetaldehido puede
mostrar cambios en la cromatografia, vs el producto final del
alcohol falsos aumentos de los niveles de la hemoglobina ra-
pida, cuando se mide por métodos fisicos. (26,46)

G.- ASPIRINA.- La aspirina también puede transfe-
rir un grupo acetil a la hemoglobina, auvnque la transfiere a
un grupo anhidrido mixto. Esto cambia las propledades fisicas
de la hemoglobina. (26,29,46)

H.~ INTERFERENCTA POR OTRAS SUSTANCTAS.-Cuando los

hemolizados son preparades directamente de la sangre  frosca,
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la concentracidn normal de triglicerides o bilirrubinas au-
mentan falsamente los resultados para la Hb Al y Hh Alr‘(26)

1.~ LA UNION DE SUSTANCIAS NO AZUCARES.- Varlas
sustancias distintas a los azlcares se pueden unir a la hemo-
globina, alterando su carga caracteristica. Estas uniones en
1a cromatografia de las hemoglobinas menores aumentan falsa-
mente los resultados del examen. Por ejemplo, los individuos
con adiceidn a opeaceos, en caso de venenos y otres. Estas
circunstancias no afectan la cromatografia de intercanhio ié-
nico. Las fracciones de 1a Hh A]ayb gon mis afectadas que la
Hb Alc’ as{ gue las técnicas que cuantifican la Hb Alc aspe-
cialmente muestran una minima alteracién por estas interfe-
rencias, raramente mayores del 1%. (26)

J.- MANEJO Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA,- El
efecto del almacenamiento de 1a sangre en e! resultado, como
la temperatura mayor de 4°C incrementa las fracciones Ala*b’
siendo dependiente del tiempo y la temperatura. La hemoglobl-
na es Insignificantemente afectada. Ya que los métodos que
determinan la Hb Ay mostrardn aumentos falsos de los valores
si las muestras no son enfriadas antes de reallzar la técnica
(26,36)

Las muestras de sangre total son estables a 4 ° C
por una semana o varlos meses a - 70°C. £l personal clinico y
del laboratorio deben coordinarse efectivamente para tener
una muestra apropiada enfriando o almacenanado los productos
para minimizar cualquier error analftico producido por un ma-
nejo inapropiado de la muestra. (26,38)

R.~ ANTICOAGULANTE.- La muecstra se debe recolec-
tar on EDTA, pues la heparina o el fluoruro de sodio altera-

rdn los resultados. (36)
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CAPITULC XIXI

ESTANDARS PARA LA DETERMINACION DE LA HEMOCLOBINA

GLICOSILADA.

Los resultados del andlisis de la hemoglohina gli-
cogilada soh excelentes a largo plazo. 5on esenciales si el
examen Se usa cOn sus mayores ventajas, porque el cambio del
1¢ en l1a hemoglobina glicesi{lada representa un cambio de 30
mg/l en la glicemia. Pequefios errores en 1a medicidn de la
hemoglobina ylicosilada, son muy grandes en la estimacidn de
1a concentracidén promedio de ta glucosa del plasma. (26)

Aunque 1a mayorfa de las técnicas praoporcionan una
presicién aceptable si se realizan bajo alto control de las
condiciones del taboratorio.Es diffci{l de determinar que tec-
nicas son aceptables por su preslcibn,pero se pueden dar pau-
tag. Un reporte publicado recientemente por el Tnstituto Na-
cional de Salud de Expertos en Diabetes respecto a la hemo~
globina glicosilada, suglere que intra e inter ensayo un CUs
del 5¢ ews alcanzabhle y puede ser realizade en cada lahorato-
rio con esta medicidn. (26)

Fl intervale de referencia de la hemoglobina gli-
cosilada es menor de 2 a 2.5%, dependiendo del método reali-
zado., Por ejemple, el intervalo de referencia para la Hb Alc
en el sistema HPLC es de 53z1% {x+250)., El intervalo de refe-
rencia timita el uso de la hemoglobina glicesilada, pues os
necesario para discriminar entre sujeros diabéticos y no dia-
béticos. (26}

No hay método de referencia o estandar de la hemo-
globina glicosilada. Los laboratorios han usado una gran va-
riedad de procedimicontos y materiales de control de calidad
para ésto. Do estos materiaies los mis frocuentes son los he-
molizados liofilizades gue se reconstlituyen localmente en el
lahoratorio y se usan por varios dias o semanas. La estabili-
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dad de estos materiales no ha sido bien definida.Los estanda-
res de la hemoglobina glicosilada llamados "calibradores® se
utilizan en las dismintas técnicas para construir la curva
estandar y permitir alqunas correcciones como la temperatura
en la cromatograffa de intercambio {énico. {26)

Diversos laboratorios llevan el monitoreo de 1la
técnica con controles preparados localmente, usualmente son
hemolizados de sangre total o de paquetes eritrocitarios pre-
parados de muestras de personas normales y de diabéticos. Los
lahoratorios que usan el método de cromatoqrafia de intercam-
bio iénico, controlan mis el almacenamiento a - 70°C y el ma-
nejo de las mucstras para prevenir el incrementeo gradual de
las fracciones de 1a Hb Ala 4 Alb' Las condiciones del alma-
cenamiento hacen que los controles permanescan estahles por
varios meses.Los laboratorios deherfan Incluir controles pre-
parados en cada técnica y ademds un control comercial o esg-
tandar. Los materiales dc control de calidad fabricados co-
mercialmente facilitan que los laboratorios locales mantengan
un alto grado de presicién a largo plazo. {26)

Uno de los mayores problemas con la {nterpretacldn
clinica de la medicién de la hemoglobina glicosilada es que
no se tienen estandars, por lo que no se pueden correlacionur
los resultados entre laboratorios distintos. Los métodos de
Cromatografia Liquida de Alta Presicién, la Microcolumna, la
Cromatografia por Afinidad al Rorato y ¢l andlisis de Colori-
metrriason Gtiles para distingulr una powlacidn normal de una
diahética. Sin embargo estudios cuantitativos de cada método
es muy dificil de comparar. (26)

Todos los métodos se correlacionan, el problema es
que no se han e tandarizado como otras técnicas donde pueden
desarrollarse utilizando una curva estandar de referencla ex-

pedida por el suministrador.(26)
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La ventaja de la técnica coloriméirica es gque las
nuestras de referencia o calibradores pueden ser {ncorporados
en cada ensayo, como un estandar de fructuosa o de S-hidrdxi-
metiil-furfural. Sin embargo el método consume mucho tiempo y
no es disponible ampliamente. (26)

La estandarizaci{dn de los resultados de las tdeni~
ca tiene ademis el problema de eliminar las unifones ldviles,
pero solo en el caso de las condiciones de almacenamiento
cambian los resultados del laboratorio, La técnica colorimé-~
trica proporciona datos mds confiables en muestras almacena-
das por nucho tiempo. El método de microcolumna tiende a ser
extemadamente 1db{l cuando la sangre es almacenada, apesar de
ser lavada o de la temperatura. La cromatograt{a de columna
puede ser estable si se almacenan las muestras como sangre
total. (46)

En la Cromatografla Liguida de Alta Presicidén se
encuantra el problema de que tos valores de la Hb A1a+h tien-
den a elevarse y los valores de la Hb Alc tienden a descender
con el tiempo de almacenamiento., La muestra puede ser cuida-
dosamente almacenada a 4°C o a - 70°C. Esto hace posible el
intercambio de mucstras entre diversas instituciones y llegar
a los valores cstandars. (46)

Es importante notar que los promedios y estandars
pueden variar relativamente en muestras normales., El coefi-
ciente de variacidn intra e {nter ensayo para una técnica
pueden ser menores del 5% y es éptimo cuando es menor de 2 %.
La desviacidn estandar se expresa del porcentaje de los pro-
medios de las musstras de un dia o de una serie de dias. (46)

Un paso importante en el control de calidad eg el
establecer un intervalo de referencia para el na diabético en

los laboratorios que determinan la hemoglobina glicosilada.
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Debemos ser escrupulosos al detectar alteraciones
de la hemoglobina glicosilada, si es una diabetes, una into-
lerancia a la glucosa, una hemoglobinopatfa o una anemia. Co-
mo chequeo de control de calidad, cada laboratorio puede es-
tablecer periodicamente sus intervalos de referencia.Este va-
lor puede camblar mostrando pequefias variaciones de aflo a afio
aunque la técnica sea realizada en la misma forma. (46)
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CAPITULO XIIT
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL EXAMEN.

Cuanquier método realizado para medir la hemoglo-
bina glicosilada tiene algunas condiciones diferentes en ca-
da laboratorio. No hay consenso entre ellos, un método de re-
ferencia o un simple estandard de hemoglobina glicosilada.
As{ cualquier nimero como el rango normal de un laboratorio,
no puede ser comparado ficilmente con los datos de referencia
de otro laboratorio, augnue tengan la misma técnica.Por ejem-
plo, un valor de 9% de hemoglobina glicosilada en un labora-
torio puede indicar una concentracién de la glucosa dentro
del rango normal y para otro no. (46)
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CAPITULO XIV
DISCREPANCIA EN LA EVALUACTON ENTRE LA IMPRESION

CLINICA Y LOS RESULTADOS DEL LABORATORIQG.

Como cualquier otro producto del laboratorio, una
gran discrepancia cntre la impresién cifnica y los resultados
del taboratorio usualmente inducen a la investigacidn.En oca-
ciones los resultados de la hemoglobina glicosilada sugieren
un pobre control de la diabetes, cuando la impresidn ciinica
¢ el promedio de la concentracidn de la glucosa sanquinea se
han controlado. En esta situacidn, as{ como en la inversa, el
resultado del examen usualmente refleja ol grade de altera-
cidén det control de la glicemia pero no simpre. {26)

Ia prohabilida de que un lanoratorio seo wquivogue
podria considerarse como el primer paso, por 1o que el examen
puede repetirse. Ademds se debe de considerar la posibilidad
de una anemia hemol{tica, etc., gue afecte falsamente los re-
sultados del examon. {26)

Como discutimos antes, los factores que [nfluyen
en los resultados varfan de técnica a técnica. Generalmente
los valores falsamente elevados de la hemoglobina glicosilada
se presentan cuando hay hemoglobina fetal. Los valores falsos
wajos se asocian a hemoglobinopatias como 1a anemia de célu-
las falciformes o las anemias hemoliticas de cualquier causa.
Las hemoglobinopatias pueden ser identificadas por electrofo-
résis de rutina de la hemoglohina. (26)
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CAPITULO XV
EL USQ DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA PARA EL

DIAGNOSTICO DE LA DIABETES,

Hay una drea potencial importante de ta aplicacidn
de 1a hemoglobina gilicosilada en el diagndstico de la diabé-
tes. Comunmente recomendamos examenes diagnésticos como la
glucosa plasmitica, la prueba de tolerancia oral a la glucosa
que son inconvenientes, caras y muestran muchos resultados
falsos positivos. El uso de la determinacidn de la hemoylobi-
na glicosilada para el diagndéstico de la diabétes requiere de
la recoleccidn de una sola muestra de sangre, la que sc pue-
de tomar de tomar a cualquier hora del dfa, sin necesidad de
un tiempo de ayuno previo. El comparar la hemoglohina glico-
silada con la pruecba de toleranci{a aoral a2 la glucosa, indica
que un Incremento en el valor de la hemoglobina glicosilada
predice un valor anormal de la tolerancia a la glucosa. ( 26,
54)

Los resultados de la hemoglobina glicosilada no
distinguen entre un diagnésico de intolerancia a 1a glucosa
y diabetes. Y ademds, el resultado es normal en un pequefio
porcentaje de siabéticos osea, los que tienen un bhuen control
metabdlico., Estudios a largo plazo se necesitan para incre-
mentar los resultados de los individuos que presentan valores
normales de la hemoglobina glicosilada, pero anormales de 1la
prueba de tolerancia a la glucosa. Estos tienen incrementado
el riesgo de las complicaciones de la diabetes. En ol presen-
te los datos son insuficientes para garantizar el uso de 1la
hemoglobina glicosilada de rutina, sin mencionar su wutilldad
en el dlagnéstico de la diabetes. (26,54)

A.~ DIAGNOSTICO.-
La técnica de la homoglobinz glicosilada es Gtil en
numerosas situaciones, incluyendo ciertas apreciaciones del

diagnéstico, la determinacidn de una intervencidén aguda y es-
- 61 -



pecialmente en mantener programas de control {napropiado a la
glucosa. {26)

B.~ DIABETES TIFO I,

El diagnéstico potencial de esta técnpica oviamente
resulta especifica para hiperglicemias.La medicidn es de ayu-
da para establecer la duracidn del cuadra. La determinacidn
de los valores de 1a hemoglobina glicositada proporciona una
hase para valorar el tratamiento. Personas con hiperglicemia
con o sin cetodcidosis asociada tendrdn valores de Hb Ay ex-
tremadamente altos, si las fracciones lébiles no son elimina-
das. As{ siguiendo la normalizacidn de la glucosa sanguinea,
aparece un brusco aumento en los niveles de la HbAlo A)c. Es-
tos resultados altos de un siblto aumento en los niveles de
1a glicemia, con un paralelo aumento en la base de Schiff.
(26)

El examen de la hemoglobina gliceosilada cadn 3 a 4
meses provee un util promedio de control a largo plaze de 1ia
glucosa, para verificar el auto-monitoreo de la glicemia.(54)

C.-~ DIABETES TIPO 1I1.-

La utilidad diagndstica de la hemaglobina glicosi-~
lada en la Diabetes Tipo 11 es mds pertinenete. En el pacien~
te con suceptibilidad a la diabétes y una elevacidn fortuita
y rdpida de la glucosa sanguinea, la medicidn de la hemoglo~
bina glicosilada es de ayuda. Si 1a themoglobina glicositada
se cleva por adicidn de glucosa, entonces se reconoce un pro-
blema inminente, {(hiperglicem{a aguda) o un problema que pre-
sente como reflejo una clevacidn de la hemoglobina glicosila-
da. EBata determinacidn también es Gtil en la Diahetes Tipo IT
como la glucosa rapida o la tolerancia a la glucosa.la utili-
dad potenclal de la hemoglobina glicosilada como wuna herra-
mienta diagnistica,que especa el dearrolla del estandar,(26)



La hemoglobina glicosilada es una base Qitil al re-
petir los examenes cada 6 meses para suplementar el monitoreo
primario de la glucosa sanguinea. (54)

D.- DIABETES GESTACIOMALl.-

Hay una circunstancia en la cual !a utilidad de la
hemoglobina glicosilada para el diagnéstico de 1la Diabetes
Mellitus no es muy dtil,ésto ocurre en el caso de la Diabetes
Gestacional. En esta corcunstancia la hemoglobina glicosilada
proporciona un diagnéstico que es muy tarde. El tiempo ncce-
sario para aumentar los valores de la hemoglobina glicosilada
por la hiperglicemia que puede daflar al feto. (18,26)

1a prevalencia de la Diabetes Cestacional eos de 6%
de las embarazadas, ésto abogado mas por la clinica que por
los examenes de tolerancia a la glucosa, astandard para =2l
diagndéstico de la Diabetes Gestacional, presentada por el mé-
todo de 0'Sullivan en toda mujer embarazada. Se inicia con 50
g. de glucosa a las 26 o 30 semanas de gestacidn, si el nivel
de glucosa es mayor de 150 mg/dl a una hora, centonces prueha
la tolerancia a la glucosa. (18,26)

Aproximadamente el 20% de las mujares embarazadas
tendrdn una cobertura positiva y cerca de 10 a 20% se diag-
nostica como Diabetes Gestacional, con un rango de 2 a 6%,co-
mo criterio de 0'Sullivan. Para el diagndéstico de Diabetes
Gestacional una mujer dehe presentar hiperglicemia por 3 se-
manas consecutivas. (18,26)

Es importante recordar que durante el embarazo la
hemoglobina yglicosilada y la glucosa sanguinea son nmenores
que en la no embarazada. La disminucidén ocurre aproximadamen-
te en la semana 10 del embaruzo y se refleja por la disminu-
cién de los valores de la hemoglobina glicosilada, la que en

la Diabetes GFst ~innal iniciard programas de mejor control y
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por lo tanto, la técnica puede ser usada como refuerzo para
pacientes en progrmas designados a mejorara los niveles de
glucosa sangufnea. (26)

La hemoglobina glicosilada corrohora el autocon-
trol de la glucosa sanguinea optima para el bienestas fetal
(60 a 120 mg/dl de glicemia) y prevenir 1las malformaciones
congénitas. El examen cada 6 semanas se recomienda en la am-
barazada con Diabetes Tipo I. (54)

E.~ OTROS.-

Ademds de la disminucidén de los niveles de 1la b
Ajo» otras variables de Interés para el paciente y su mejoria
elfnica, mids fAciles de realizar son los niveles de los lipi-
dos sanguincos. Cuando los l{pidos, la Hb A]c,los triglicéri-
dos y el colesterol se encuentran elevados, empiecan a decre-
cer en forma paralela los l{pidos y la Hb Alc,auqnue los tri-
gliceridos disminuyen en forma mis rapida, el colesterol lo
hace en forma paralela a la Hb Alc’ (26)

Algunas trigliceridemias asociadas han mostrado
relacidn con la normalizacién de la glucosa sanguinea refla-
jada por la hemoglobina glicosilada. Por ejemplo, las plaque-
tas y la fase rdpida de la coagulacidn anormal ocurren cuando
la glucosa sanguinea se mantiene en un rango normal. (26}

Programas de control de la glicemia se asocian con
la funcidn nerviosa Inapropiada,por medicién de la conduccidn
En el caso de la conducta nerviosa, necesita aproximadamente
9 semanas de control de la glucosa antes de presentar mejorfa
demostrada por 1a conduccidn sensitiva y motora en un 50%, El
espnsor de la memhrana basal de los capilares del cuddricep$
disminuye en forma paraleta. {26)
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CAPITULO XVI
EL FUTURO.

Coma se gara experiencla con la medicidn de la he-
moglobina glicosilada, su uso de rutina en el man2jo del dia-
bético ha incrementado. El examen no puede ser usado por  sus
grandes desvantajas, entre eollas la falta de estandarizacion
de la técnica. Un sistema basado en la estandarizacién podria
permitir probar el andlisis del control de calidad y el desa-
rrollo objetivo para el control de la glucosa. (26,38}
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CAPITULO XVIY

CONCLUSION:

E! uso yrovechoso de 1a lhemoglobina glicosilada
debe utilizarse como gufa en los péogramas rectores para el
control del paciente diabdtico.

Esta técnica le da la capacidad al médico de apré-
ximarse al pacicnte con Dlabetes Tipo T y II, pues la buena
retacién entre los niveles de glicemla y los valores de la lb
Alc pueden usarsc para guardar honestidad entre el clifnico y
el paciente.

La medicidn objetivo de los niveles de glucosa por
largo tiempo, (autocontrol de la glucosa) provoca un fore pa~
ra discutir las alternativas terapéuticas. Los programas do
tratamiento deben tener como “meta" atcaazar los niveles nor-
males de fib Alc' para lograr un control 4ptimo de la glicemia

El control de la morbi-mortalidad de los pacientes
diabdticos depende mds gue de una técnica de laboratorio que
nos muestre =l control metabdlice de varias semanas antes pa-
ra guardar honestidat cntre el médico y el paciante de la ac-
titud del diabético frente @ su enfermedad. Para lo cual son
importantes los programas educativos en que se busca concien~
tizar al enfetmo y tome una actitud positiva antz su problema
haciendole saber que si controla su metabolismo de los carho-
nidratos retaordard o disminuird los efectos secundarise de la

hiperglicemia.

- 66 -



BIBLIOGRAFIA:

1.~ Abraham E.C., Huff T.A., Coper N.D., Wilson J.B., "ct al"
Determination of the Glycosylated Hemoglobins (Hb A])wlth
a New Microcotumn Procedure, Diabetes 1978:;92:931-927

2,- Aleyssie H., Gardiner R.J., Blantstein L.A.,, Dempsey M.E
Agar Gel Electrophoretic Determination of Glycosylated
Hemoglobin: Effect of Variant Hemoglohins, Hyperlipidemia

and Temperature. Clin Chem 1981;3:472-475

3.- Arreola F., Flores S., Junco E.,Mondragdn L."et al"Efecto
de un Suplemento Oral de Zinc sobre la Concentracidén Se-
rica de la Somatomedina C, en Nifes con diabetes mellitus
Tipo 1., XXI1X Reunidén Anual de la Sociedad Mexicana de Nu-
tricién y Endocrinologia 1989

4.- Bakan E., Bakan N. Glycosylation of nall in Diabetics:Po-
ssible marker of long-term hyperglycemia, Clinica Chimica
Acta 1985;147:1-5

5.~ Barrera V.J., Lozada L.I. La Diahetes Mellitus en México
XXIX Reunidn Anual de la Sociedad Mexicana de Nutricién y
Endocrinotogfa 1989

6.~ Boehringer Mannheim. Actualidades Médicas.Diahetes melli-
tus-instruccidn a los pacientes y autocontronl, Parte 1
Instruccién a los pacientes. Lakeside 1987;15:1-6

7.- Boehringer Mannheim. Actualidades Médicas.Diabetes melli-

tus-Instruccién a los pacientes y autocontrol, Parte I1
Analisis costo/beneficio. lLakeside 1987;1611-6

- 67 -



8.~ Doehringer Mannheim, Actualidades Diagndsticas. Reflotron
El Sistema de Quimica Seca de Boehringer Mannheim. lake-
side. 1987:17:1-6

9.~ Boehringer Mannheim. Diabetes.Autocontrol de glucosa.Ori-
na. Lakeside.

10.- Boehringer Mannheim. Diabetes. Autocontrol de glucosa.
sangre., Lakeside.

11.- Boehringer Mannheim. Autoclix.lakeside,

12.- Boehringer Mannheim. Diagndstico de la Dlabetes.Aspectos
Clinicos y Metololdgicos. Lakeside 1987;1-33

13.- Bochringer Mannheim. Pespectivos in literature. Hemogla-
bin Ayln diabotes mellitus, Lakeside 1987; 1-27

14.- Cagliero E., Roth T.and Lorenzi M.A.Possible Role of No-
enzymatic Glycosylation in the Increased Expression of
Basemen Membranc Componenets Induced by High Glucose.bPia-
betes 1989;58:83 A

15.~ Cerami A., Vissara H. and Brownlee M. Glucose and Aging.
Cintific Medicen 1985;252:90-96

16.- Clinilog. Libreta para registro de resultados. Programa
de Autocontrol. AMES.

17.- Cobos E., Romero J., Martinez l. y Santos E. Repercusidn
del Conocimiento de la Diabetes Mellitus en el Control de
la Glucosa Durante el Campo Amigo. XXIX Reunidn Anual de
ta Socledad Mexicana de Nutricidn y Endocrinologfa 1989

- 68 -



18.- Contreras S.J.Diabetes Mellitus y Embarazo. Plan para el
Control de las pacientes a Nivel de Consulta Externa.Rev.
Med. IMSS 1987;25:387-391

19.- Cornejo B.J., Barranco J.A,Altamirano B.N.,Aude R.0. "et
al" Embarazo y Alteracién en el metabolismo de los Hidra-
tos de Carbono. XXIX Reunién Anual de la Socioda? Mexica-

na de Nutricidn y Endocrinologia 1989

20.- Cortéz M.A., Ibarra O.M.A,, Castafieda D.M., Vera H. H.,
Garcfa B.C. "et al" Nefropatia en el Diahético Insulino-
dependiente.XXIX Reunidn Anual de la Sociedad Mexicana de
Nutricidn y Endocrinoclogf{a 1989

2}.- bemange J., Vettes B., Poirier J.L. y Auffret R.Datorio-
ro del Rendimiento Humano Provocado por la Hipoxia. Far-
mitalia

22,- Flickiger R. and Winterhalter K.R. IN Vitro Syhbtesis of
Hemoglobin A\c' Febs Letters 1976;71:356-360

23.- Fong Y., Edelstein D. and Brownlle M, Inhibition of Ma-
trix-induced Bone Differentiation by advanced Glycosyla-
tion Endproducts (AGES). Diabetes 1989;58:84

24.- carci{a E., Gonzdlez B.J., Villasafior J., Castrején M."ct
al" Tratamiento Quirlrgico del Pie Diabdtico. Andlisls de
402 Casos. XXIX Reunidn Anual de la Sociedad Mexicana de
Nutricidn y Endocrinologfa 1989

25.- Coldwerg I. Los Receptores HLA en la Génesis de la Dia-
betes Mellitus Insulino Dopendlente.XXIX Reunidn Anual de

la Sociedad Mexicana de Nutricidn y Endacrinologla 1989

Ces - ESTA TESIS i OEBE
SAUR DE LA SiBLIOTECA



26.- Coldestein D.E., Little R.R., Wledmeyer H., Enqgtland J.D.
and McKenzie E.M. Clycosylated Hemoglobin: methodologies
and Clinical Aplications. clin Chem 1986;32:64-~70

27.- cuillén G., Miguel A., Soto de la Vega M. Tratamiento de
la Potineuropatf{a Diahética Sensitivo-motora con un inhi-
bidor de la aldosa reductasa (tolestat) estudio abierto,
XXIX Reunidn Anual do la Sociedaz mexicana de Nutricidn y
Endocrinologia 1989

28 - Gutierrez G.R., Gradillo S5.J.M., Laviada M.H. " et al “
Ffecto de la Destrofenfloramina sobre ol control de peso
en pacientes obesos, Reporte preliminar. XXIX Reunién A~
nual de la Sociedad Mexicana de Nutricién y Endocrinolo-
gfa 1989

2%9.- Hammons G.T., Junger K., McDonal J.M. and Ladenson J. H.
Evatuation of thres Minicolum Proceduras for Mesuring He-
moglobin A]. Clin chem 1982;28:1775-1778

30.- Hayes E.J., Cleasson R.E., Soeldner J.S. "et al“. Measu-
remet of Hemoglobin Al by Liquid chromatography and hy A-
gar Gel Electrophoresis Compared. Clin Chem 19B1;:;27: 476~
479

31.- Instituto Nacional de Cancerologi{a. Algo sobre Diavetes.

32.- Junco E., Barrén C., Almengor A., Mondragén L. " ot al *
Hemoglohina Glicosilada y su Correlacién con el Desarro-
110 Pondo-Estatural cn Nifios con Diahetes Mellltus Tipo I
XXIX Reunién Anual de la Sociedad Mexicana de Nutricidn y
Endocrinologfa 1989

- 70 -



33.- Kirstein M. and Vlassar H.Advanced Glycosylation Endpro-
ducts are Chemotactic for Normal Human Monocytes: Rote in
Diabetes and Aging. Diabetes 1989:58:56 A

34.- Klein R.L., Gisinger C.and Ldpez-Virella M.F.Interactlon
of Glycosylated and Non-Glycosylated Subfractions of Low
Density Lipoprotein (LDL)with Human Monocytes-Derived Ma-
crophsages. diabetes 1989;58:70 A

35,. Roschinsky T., Orekhov A.N., Tertov V.V. Atherogeniciti
of Dlabetic Serum and Glycosylated Low Density Lipoprote-
ins {LDL). Diabetes 1989;58:82 A

36.- Laboratorios Helena. Manual Prictico para la Cuantifica-
cidén e Interpretacién de las Hemoglobinas Glicosiladas.

37.- Lyons T.J., Silvertri G., Dunn J.A., Dyer D.G. " et al “
Glycosylation, Oxidation and Fluorescence in Dilabetic and
Senil cCatarats. Diabetes 1989;58:26

36.- Nathan D.M.Glycosylated Hemoglobin: A Measure of Control
Corin Glass Works. 1984

39.- Nathan D.M., Dunn B.S., Francis T.B. Tvo Commercial Me-
thodos Evaluated foe Eliminating the Labile Fraction from
the Assay for Glycosylated Hemoglobin. Clin Chem 1984;30:
109-110

40 .- National Diabetes Data Group. Classification and Diagno-
sis of Dlabetes Mellitus and Other Categories of GClucose
Intolerance. Diabetes 1979;28:1039-1058



41,- Qceguera V.R., Reyes L.W., Guerrero R.S., lLoeza B.F, "et
al" Deteccién de Diabetes mellitus en Puerepechas. XXIX
Reunidn anual de la sociedad Mexicnana de Nutricidn y En-
docrinologia 1989

42,- Oceguera V.R., Ruiz Vv.H., Vargas 7.E., Ramirez E.J. " et
al" Comportamiento de la Glucemia en la Relajacidn Indu-
cida por Retroalimentacidn Blolédgica. XXIX Reunidn Anual
de la Sociedad Mexicana de Nutricidn y Endocrinolog{a.
1989

43.- Palomino A.A., Carrasco C.P.Oroginales.Hemoglobinas Gii
cosiladas y Control del Diabédtfco Amhulatorio. Andlisis
Cifnicos 1983;32:177-185

41.~ parker K.M., england J.D., Da Costa J., Hess R.L."et al"
Clin chem 1981:27:669-672

45.- Peflaloza R. Metodo Cromatografico para la Determinacidn
de Hemoglobina Glucosilada en forma Rutinaria. Rev. Mex.
Patol., Clin. 1985:;32:135-137

46.~ Peterson C.!!l. and Jovanovic L.M,A.Prime for Glycosylated
Hemoglobins. Laboratorios lfelena.

47.- Quibrera R., Hernindez H., Aradillas €. y Gonzdlez S,
Prevalencia de la Diabetes Mellitus en Diferentes Clases
Sociales de la Poblacién de San Luis Potos{. XXIX Reunién
Anual de la Sociedad Mexicana de Nutrfcidn y Endecrinolo-
gia 1989

- 72 -



48.- Ramirez E.J., Ramirez S.J., Oceguera V.R. Epidemiologia
de la Diahotes Meliitus en el Hospital General Regional
del IMSS en Morelia.XXIX Reunién Anual de la Socizdad Me-
nicanan de Nutrictdn y Endocrinolojia 1989

49,- Ramos V.M., Herndndez H., Loyola R. Neuropatia Diahética
Sensorial. Manejo con Neuroestimulacidn Eléctrica Trans-
cutdnea, XXIX Reunién Anual de 1a Sociedad Mexicnan de
Nutricidén y Endocrinotohfa 1989

50,- Robles V.C., Cornejo B.J., Dorantc A.L., Gutierrez G. R.
2et al2 Actualizacidn del Registro de diabetes Mellivus
Tipo I: grupo Ciudad de México 1984-1988. XXIX Reunién A-
nual de 1a Sociedad Mexicana de Nutricién y Endocrinolo-
gfa 1989

531.- Ramén R.R., Arreola 0.F., Partida H.G., Flores S.J.L."e¢t
al" Estudio Experimental del Efeccto Hipogliceminate de
Plantas Antidiahéticas. XXIX Reunidén Anual de la Sociedad
Mexicana de Nutricién y Endocrinologia 1989

72,- Scheolleuns A.P.M., Sanders G.T.R., Thornton W.y Groenes-
tein T.Sources of Variation in the Column-Chromatographic
NDetermination of Glycohemoglobin (HbAl). Clin Chem 1981;
27:94-99

53.- Singer D.E., Coley Ch.M., Samet H. and Nathan D.M. Tests
of Glycemia in Diabetos Mellitus their Use in Establish-
ing a Diagnosis and in Treatmet. Annals of Intcrnal Medi-
cine 1989;110:125-125

54.- Standefer J.C.and Eaton R.P.Evaluation of a Colorimetric
Method for Determination of Glycosylated Hemoglohin. Clin
Chem 1083;26;1135-140



55.- Swvamy M.S., Qiu C.C.,Abraham A.and Abraham E.C.Clycation
and Thiol, oxidation of Eruthrocyta memebranc proteius du~
ring Diabetes: Inhiblition by Acetylsalicylic acid. Diabe-
tes 1989;58:84 B

56.~ Tamez P.H.E., Barquat J., Quintanar E.A., Salas G. L.R.
Diahetes mellitus en el Anciano. ¢ Prohlema cualltativo y
cuantitativo de la Insulina? Rev. deo la Sociedad de medi-
cina Interna de México 1989;5:114

57.- Tamez P.M.E., Garcfa V.C., Santos F.R., gonzdles M.P, M.
"ot al" Respucsta Heterogenea de poptido € en el Paclente
con Dlabetes mellitus. utiltidad Cilinica. Rev.de la socie-
dad de Medicina Interna de Mexico 1989:5:114

58.- Tavano C.L., Avila R.i#., Nissan S.E., Brefia F.H. "ot al"
El Efecto Diaketogénico del Emharazo se Presunta =a Todas
las Mujeres Gestantes? XXIX Reunidn Anual de la  Sociedad
Mexicana de Nutricidn y Endocrinologta 1989

59.- Vargas A.L., Laviada A.E. y Rosado C.R, Prevalencia del
Ainomio Obesidad Diahetas en un grupo de Poblacidn Socio-
economica Baja dal Estado de Yucatin. XXIX Reunidén Anual
de la Sociedad Mexicana de Nutrieidn v  FEndocrinntojia.
1989

60 .- Vargas A.L., Laviada E.A., Chan L.C. Prevalencia de Dia-
betes Mellitus en Adultos que Asisten a la Consulta Ex-
terna del Hosplital O'lisran S.5.A. XXIX Reunidén  Anual  de
la Sociedad Hesxicanan de Nutrieidn y Endocrinolozis 1989

61 .- Vesely D.IL. and Sander L,L. False Elavation of Hemoljo-
bin Ay by Hereditary Persistence of Fetal lHomoglobin. Jo-
urnal of MNadicine 1987;18:81-92

-7 -



62.- Viassara H., Esposito C., Gerlach H. and Stern D, Recepn-
tor-Mediated Dinding of Glycosylated Alnumin to Endothe-
lium Induces Tissue Factor, and Acts Synergistically Jith
TNF Procoagulante Activity. Diabates 1989;58:83 A

63.- Winterhalter K.H., Determination of Glycosylated homoglo-
bins. Enzimology 1985;76:732-739

€4.- Yamashita K., Yoshikawa 1., Baunal C., Ksto M. " ot al v

Glycosylation of Clomerular Basement membranc typa !V Co-
llagen and Proteinura. Diabetes 1989;58:25 A

- 15 -



	Portada
	Índice
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Objetivo del Estudio
	Capítulo III. La Molécula de Hemoglobina
	Capítulo IV. La Molécula de Glucosa
	Capítulo V. Formación de la Hemoglobina A y las Fracciones Resultantes
	Capítulo VI. Glicosilación de Otras Proteínas
	Capítulo VII. Una Mirada Atrás en el Tiempo
	Capítulo VIII. Utilidad Clínica
	Capítulo IX. La Medición de la Hb Alc
	Capítulo X. Seleccón de la Técnica
	Capítulo XI. Fuentes de Confusión
	Capítulo XII. Estándars para la Determinación de la Hemoglobina Glicosilada
	Capítuo XIII. Interpretación de los Resultados del Examen
	Capítulo XIV. Discrepancia en la Evaluación entre la Impresión  Clínica y los Resultados del Laboratorio
	Capítulo XV. El uso de la Hemoglobina Glicosilada para el Diagnóstico de la Diabetes
	Capítulo XVI. El Futuro
	Capítulo XVII. Conclusión
	Bibliografía



