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1.INTRODUCCION

Gracias a la Ciencia y la Tecnologia el promedio de vida de
los humanos se ha duplicado en los #ltimos 200 anmos y las c«ondi~
ciones laborales y el nivel de vida han elevado 1la condicién

humana, por lo menos en una parte de la poblacién mundial (1).

Uno de los grandes logros de la Ciencia y la Tecnologla es
el 4rea Médica, lo cual ha permitide se implementen técnicas vy
métodos méds efectivos que faciliten y mejoren el control de
muchas enfermedades, principalmente de aquellas gue le requieren
de una manera mas estricta y segura, como lo es el caso de 1la

Diabetes mellitus.

Muchos han sido los esfuerzos del personal médico para
conseguir un buen control en 1los pacientes diabéticos, sin
embargo no ha sido tarea f&cil. El control de estos pacientes
es llevado a cabo periddicamente con las determinaciones en
laboratoric de glucosa sanguinea y urinaria (2), que ademds de la
terapia necesaria tienen el propésito de evitar hiperglicemias
prolongadas que ocasionan danos posteriores e irreversibles a
érganos y tejidos (2,3). Por otro lado, este control suele ser
tedioso para los pacientes y proporciona en ocasiones informacién
poce confiable (2), por lo gue actualmente se prefiere realizar
la determinacién de Hemoglobina Glicosilada (HbAlc), que

proporciocna importante informacién sobre el estado metabélico de



glucosa a largo plazo y no sélo del estado transitorioc de una

evaluacioén de glucosa en ayunas (2, 3).

La glicosilacién de la molécula de Hemoglobina es llevada a
cabo en un proceso no enzimAtico en forma lenta y continua du-
rante 1los 120 dias de vida del eritrocito humano (3-6), de esta
manera una sola determinacién puede reemplazar las multiples
determinaciones de glucosa a intervalos de tiempo (2, 3, 7), por
lo gue este metabolito es mds utilizado en el control de pa-

cientes diabéticos.

Muchos han sido los métodos empleados en la determinacién de
Hemoglobina glicosilada, principalmente 1la cromatografia de
intercambio iéniceo, la cromatografia en minicolumna con tempera-
tura contreclada, afinidad cromatogridfica, enfoque isoeléctrico y
electroforesis (2,3), cada uno de estos métodos proporciona
importante informacién clinica, perc ningunc es considerado
como el mejor, por esta razén cada laboratoric adquiere el gque

mejor se ajusta a sus necesidades.

En 1la interpretacién de los resultados del laboratorio
clinico, es necesario tener conocimiento de la variacién de estos
resultados con respecto a valores de referencia bien definidos,
ya que pueden variar con respecto a la edad, sexo, de una
poblacién a otra y de acuerdo al método empleado para su

determinacién (8). de esta manera es necesario establecer valores



de referencia propiocs de cada laboratorio de acuerdo a sus

necesidades.

En el presente trabajo se establecieron los valores de
referencia de Hemoglobina Glicosilada propios de 1la poblacién
pediatrica mexicana con edades entre los 3 y los 16 anos de edad,
en ambos sexos, determinados por el método de Electroforesis en
agarosa, los cuales fueron contrastados con los ya establecidos
en poblacién adulta norteamericana por el mismo método. Se
encontro que no existe diferencia significativa entre 1los
valores de la poblacién pedidtrica mexicana Yy la adulta

norteamericana.



2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para una adecuada interpretacién de 1los resultados en
An&lisis Clinicos, es necesaric tener conocimiento de 1la
variacién de estos con respecto a valores de referencia bien
definidos. Dichos valores son de gran ayuda en la evaluacién del
estado de salud del individuo,para la identificacién de personas
con riesgo a una enfermedad y para apoyar las decisiones del
Médico. Sin embargo, se debe tener cuidado en el manejo de
valores de referencia, debido a que estos suelen variar con
respecto a la edad, sexo, de una poblacién a otra y depende
ampliamente del método empleado para su determinacidén (8-10). De
esta manera, es necesario establecer valores de referencia
propios de cada Laboratorio dependiendo del tipo de poblacién
que acude a sus servicios y de acuerdo a las necesidades de cada

uno de ellos (11).

El propésito del presente trabajo es establecer los valores
de referencia de Hemoglobina Glicosilada para una poblacién
pedidtrica por el método de Electroforesis en agarosa, el cual
pretende ser implementado como método de rutina en el Laboratorio

del Hospital General Centro Médico La Raza.

La importancia de establecer estos valores de referencia
de Hemoglobina Glicosilada en la poblacién pedi&trica

mexicana,es debido a que no se han determinado valores de



referencia en esta poblacién, pues generalmente han sido
determinados en la poblacién adulta (en ocasiones diferentes a la
nuestra), empleando diversos métodos en su determinacién,
incluyendo el de Electroforesis en agarosa, ademds, debido a que
los valores suelen variar con respecto a la edad, sexo, de una
pobiacibn a otra se obtuvieron los valores de referencia propios

de la poblacién pedidtrica mexicana.

Dichos valores de referencia serdn de gran ayuda en el
monitoreo de pacientes pediatricos con Diabetes Mellitus, va que
la Hemoglobina Glicosilada es utilizada como indicador seguro a
largo plazo en estos pacientes. De esta manera se observard el

grado de control de los ninos con este padecimiento.

Aun cuando la Diabetes es raramente encontrada en los ninos,
no deja de ser importante el n#mero de ellos que son afectados
por tal enfermedad (En México no se tiene la estadistica de ninos
con este padecimiento, sin embargo cada vez son mas los
diabéticos que acuden al Hospital), sobre todo porgue la
Diabetes mal controlada puede ser un problema de semi o total
incapacidad a consecuencia de los danos producidos a oérganos Yy
tejidos. Por lo que estos ninos requieren de un control seguro,

estricto y oportunc que pueda preservar su vida.



3 .FUNDAMENTACION DEL TEMA

Una de las enfermedades mas antiguas que ha afectado al
hombre es la Diabetes Mellitus. La primera descripcién sobre 1la
enfermedad data de algunos 1500 anos antes de Cristo,
posteriormente se describié 1la aparicién de Diabetes en
generaciones 5ucesivas, asi{ como también se indicaron algunos
signos y sintomas de la enfermedad (12). De esta manera, la
Diabetes es desde entonces una de las ‘enfermedades mas
intensamente estudiadas. La enfermedad es compleja Yy presenta
distintas clases y grados de patologia, la tendencia a 1la
Diabetes tiene un gran componente genético. Por otro lado, el
ejercicio fisico y la calidad de la alimentacidn ejercen un

profundo efecto sobre su incidencia (13).

3.1.Diabetes Mellitus

I,a Diabetes Mellitus es un sindrome crénico metabélico con
afeccidn vascular que se caracteriza por altas concentraciones
de glucosa en sangre, debido a que existe una absoluta o relativa

deficiencia de insulina (3,14-16).

Se han utilizado diversas formas de clasificacién de la
Diabetes Mellitus, en las que incluyen factores como : la edad

del individuo, duracién y etapas de la enfermedad, factores



hereditarios y ambientales, asi como también signos y sintomas
(12,16,17), no obstante algunas de estas clasificaciones llegan a
dar una pobre descripcién al considerar sélo alguno de estos

factores.

Actualmente la diabetes es clasificada en cuatro grupos

principales (3):

a) Diabetes Mellitus Insulino Dependiente (DMID) o Diabetes
tipo I (antes conocida como Diabetes Juvenil).

b} Diabetes Mellitus Insulino No Dependiente (DMIND) o Diabetes
tipo II (antes conocida como Diabetes de inicio adulto o
Diabetes estable).

c) Diabetes Mellitus del Embarazo o Diabetes Gestacional.

qd) Diabetes secundaria causada por enfermedades como:
hemocromatosis, acromegalia, adenopatias, enfermedades

pancreaticas, hormonales, drogas, herencia, etc.

Existen algunos autores que incluyen en su <clasificacién

las anormalidades en la tolerancia a la glucosa (15).

La Diabetes Mellitus es una de las enfermedades endocrinas
mAs frecuentes y a consecuencia es considerada como un problema
de salud ptblica en el mundo entero, debido a su alta
prevalencia de aproximadamente 30 millones de perscnas (17).
Sin embargo, la verdadera incidencia es dificil de conocer, por

los diferentes criterios diagnésticos que se aplican (16). Las



cifras de la incidencia en cada pals son diferentes, siendo en
promedio de 4 a5 %, aunque estos n¥meros pueden ser
aumentados a consecuencia del estilo de vida, nutricién

particular y activididad fisica (13,18,19).

En 1960 la poblacién urbana mexicana tuvo una ocurrencia de
1.3 % y la rural de 2,3%. Para 1983 se dio a conoccer que la
Diabetes es la tercera causa de muerte en el D.F. en personas de

la 5a y 6a década de la vida (19).

Por otra parte la DMID es una de las enfermedades crénicas
mas importantes que afectan a los ninos del mundo (ver cuadro 1)
Yy se encuentra en los primeros lugares de mortalidad en pailses
desarrollados y segdn la Organizacién Mundial de la Salud las

cifras aumentan en paises en vias de desarrollo (20).

En un estudio realizado en Suecia en los anos de, 1977 a
1985 registraron de un total de 3228 pacientes con DMID, con
edades de 0 a 14 anos 10 muertes en este tiempo. Se encontro que
de cinco muertes dos son a consecuencia de la Diabetes, otras
dos son causa de accidentes y un caso no identificédo con certeza
(21) . Desafortunadamente para la poblacién pediatrica mexicana no
se tiene una estadistica gque nos muestre como se ha desarfollado

esta enfermedad en los dltimos anos.



Cruade No. 1
PREVALENCIA DE ENFERMEDADES CRONICAS

EN LOS NINOS DEL MUNDO

Enfermedad Prevalencia
crdnica . Rango/100 000
Cancer menores de 15 anos 12.2
(incluyendo todos)
Leucemia 3.9
Cerebro 2.6
Linfoma 1.3
otros canceres 4.8

DMID T 1
Ulcera péptica :
Fibrocis Cistica

Artritis Reumatoide Juvenil
Esclerosis Multiple
Sindrome Nefrotico
Distrofia Muscular

Lupus Eritematoso

e e e’ e +-0 e

LOPRPPUWWWWE

CNpPpWwooROL .

Fuente: Drash AL, 1987.



3.2.Complicaciones de la Diabetes

A diferencia de otros sindromes crénicos la Diabetes
Mellitus puede ser detectada y controlada a tiempo (12). E1
control de estos pacientes es llevado acabo dependiendo de 1la
clasificacién y la severidad de la enfermedad (3). Actualmente se
pretende complementar el monitoreo de pacientes diabéticos
utilizando la determinacién de Hemoglobina Glicosilada (Hbalc) o
Glicohemoglobina (GHb), como método de rutina y no como prueba
especial en el laboratorio del Hospital General Centro Médico La

Raza.

El realizar dicho control no es tarea sencilla, ya que
cuando existe un pobre control se presentan hiperglicemias
prolongadas gque conducen a complicaciones irreversiblés a largo
plazo de érganos Yy tejidos como: nefropatias, retinopatias,
(ambas complicaciones eventualmente afectan del 30 al 50 % de los
pacientes con DMID, usualmente de 5 a 10 anos después del inicio
de la Diabetes (22)), sistema nervioso, alteraciones en las
funciones de 1las ceélulas rojas, leucocitos, hiperagregacién de
las plaguetas, cascada de coagulacién, anormalidades en el
métabolismo dé lipidos dando lugar a enfermedades vasculares,

etc. (2,3,16).

Por otra parte, los pacientes con DMID, en gquienes no se

logra un adecuado regimen de Insulina es frecuente observar
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severos y diversos comas hipoglucémicos, que pueden ser una
consecuencia en la mortalidad de los nimos con este padecimiento
(23-27). Cabe mencionar que ademids de estas complicaciones, los
ninos pueden presentar retardo en la velocidad de crecimiento

(28-30) .

3.3.Hemoglobina y reaccién de Glicosilacién

La Hemoglobina (Hb) es una proteina oligomérica unida a una
fraccién hemo, esta formada por dos cadenas alfa (a) y dos
cadenas beta (B), sobre las cuales se fija el grupo hemo, tiene
un peso molecular de aproximadamente 64 000 Daltons (13,31,32).
Su sintesis es llevada a cabo en el eritroblasto y en condiciones
normales diariamente se sintetizan aproximadamente 8 g'de Hb; 1la

concentracién media es de 15 g / 100 ml de sangre.

En la especie humana existen genes para producir por lo
menos siete subunidades de Hemoglobina diferentes, gque se

expresan en los diversos momentos del desarrollo (3,31,33).

En las etapas del desarrollo normal 1los valores de
Hemoglobina son diferentes (Ver cuadro 2). En.el nacimiento vy
pocos meses después de este, alrededor del 60 % de la Hb es
Fetal (HbF), 40 % es Hb A y el resto es Hemoglobina A2 (HbA2).
Durante la adolescencia esta distribucién cambia perﬁanentemente,

el 97 % es HbA, 2.5 % es HbA2 y el resto es HbF (3,6,7,31).

11



tas diversas funciones bhioldgicas de muchas proteinas
dependen de la modificacién post-traslacional. Asi, por ejemplo,
en la reaccién de glicosilacién se unen a la cadena polipéptidica
carbohidratos dque ya no le confieren (en algunas ocasiones) las
mismas propiedades especificas. El1 carbohidrato unido a 1la
proteina puede conferirle propiedades 1lubricantes, actuan
también como protectores a la destruccién por el Higado, actuan
como receptores, ayudan a la secrecidn a partir de su célula de
origen (aunque existen algunas que no requieren del azucar para
realizar esta funcién), también sirven como modo de fijacién
entre células que le permiten intercambiar mensajes, tal vez

reconocerse entre si (7,34,35).

En el plasma sanguineo existen mas de 80 glucoprotelnas
diferentes, de las cuales algunas ejercen funciones precisas.
Algunos de estos ejenmplos son: las inmunoglobulinas,
trasferrinas, haptoglobinas, ceruloplasmina, a2-macrogleobulinas
(en algunos de estog casos no es necesario el azdcar para su
actividad) (34). En la Hemoglobina no se ha encontrado una

funcién especifica (36).

12



Cuadro No.

2

Hemoglobinas normales durante el desarrollo

13

Hemoglobina Subunidades Desarxollo
Gower-1 alfa2-epsilon2 Embrionario
(a2-E2)

Gower=2 tetaz2-epsilon2 Embrionario
(92-E2)

Portland-1 teta2~gamaz Embrionario
(@2-t2)

Fetal alfa2-gama2 Fetal-Adulto
(a2=-t2)

A alfa2-beta2 Adulto
(a2-B2)
A2 alfa2-deltaz Adulto
(a2-s2)
Fuente: Christenson RH, 1991.



Es importante mencionar que existe un grado de glicosilacién
para cada una de las proteinas y estd relacionado con la vida
media de cada una de ellas, la concentracién de glucosa presente
en la sangre y las caracteristicas quimicas de cada proteina. In
vivo y en orden descendente las inmunoglobulinas son las mas
glicosiladas, posteriormente el complemento c3, albémina,

trasferrina, haptoglobina y a-l-antitripsina (37).

A este conjunto de proteinas se les refiere el nombre de
Fructosaminas de las cuales la alb¥mina es la mAs abundante. La
glicosilacién de ésta proteina se produce al reaccionar 1la

glucosa con el grupo amino epsilon de la lisina (3,38).

Algunas de estas proteinas estan relacionadas con las
complicacionés a largo plazo de pacientes diabéticos, en quienes
se tiene un pobre control glicémico (34,37). Desafortunadamente
la determinacién de la concentracién de la abumina y las otras
proteinas plasma&ticas no son wutilizadas en el control de
pacientes diabéticos, porque la vida media en circulacién es
comparablemente m&s corta en relacidn a 1la vida media de la
Hemoglobina,‘ por lo que a esta se le ha tomado como indicador
seguro a largo plazo en el control de pacientes diabeéticos

(3,36,38).

Por otro lado, una vez que ha ocurride la sintesis de 1la
Hemoglobina en el eritroblasto, inmediatamente después es llevada

a cabo una reaccién post-sintética llamada "Glicosilacién', dando

14



lugar a una proteina con peso molecular de 64 500 Daltons
(5,31,33). En esta reacciétn la glucosa reacciona espontanéamente
con la Hb dando lugar a varios componentes menores en la sangre
normal. A estos componentes se les denomina Hemoglobinas rapidas,
ya gque en el corrimiento cromatografico se descubrio gque se

desplazaban mds rapidamente que la Hemoglobina (7,35,36).

L.a glicosilacién de la Hemoglobina A (HbA) puede realizarse
con la glucosa © con algdn otro azwecar, en una reaccién no
enzimadtica del grupo amino N-terminal de la cadena beta (B} de la
Hb dando como resultado la HbAl (esquemal). La reaccidn es
llevada acabo lenta y continuamente durante los 120 dias de vida
del eritrocito en un proceso de dos etapas. En la primera etapa
(etapa r4pida) es formada una aldimina inestable o base de Shiff
gque es conocida como "Hemoglobina Glicosilada LAbil", que puede
ser nuevamente convertida en glucosa \'s HbA. Este
equilibrio es seguido inmediatamente por la etapa dos (etapa
lenta), que consiste en un reordenamiento de Amadori para dar
lugar a una cetoamina estable que es irreversible a un pH

fisiolégico (3-6,39-41).

Algunos autores proponen que esta reaccién ocurre en tres
etapas, en la dltima hay un cambio conformacional favorable al

pH sanguineo, la estructura ciclica es reversible (3).

15



Figura No. 1

Reaccién de Glicosilacién

Hb-val-NH2 Hb=-N=CH Hb-NH-TH2
+ HO-CH 0=C
la I 2a l
O=CH = ————————=—w- » H-COH  ====w——————m » HCOH
W | etapa |
HO-CH etapa HO-CH HOCH
H(|30H HO-CH HOCH
HOCH CH20H CH20H
HOJllH
CH20H
Aldimina inestable Cetoamina
o base de Schiff. estable.
H
H O CH2~-NH
3a
--------- » H
e m
etapa H HO Hb
HO - OH
OH H

estructura ciclica reversible
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La modificacién post-traslacional de la proteina da lugar a
varias subespecies de la HbA, tales como: HbAla que comprende el
1. 6 %, la HbAlb con 0,8 % y la mads abundante HbAlc con el 4.0 %
del total de la HbAl (4-6). Estas hemoglobinas difieren entre si
por el tipo de azfcar unido a ellas, as! la HbAlal se une a la
fructosa 1,6-difosfato, 1la HbAla2 a la glucosa 6-fosfato y la
HbAlc a la D-glucosa. La reactividad de estos aztcares con la Hb
depende ampliamente de 1a forma aldehidica gue presente. Los
aztcares fosfatados come la fructuosa 1,6-difosfato y la glucosa
6 fosfato son realmente mds reactivos que la D-glucosa, perc su
reactividad se ve limitada por la concentracién presente en el
eritrocito, siendo comparativamente menor a la concentracién de

la D-glucosa que da lugar a la HbAlc (4,7,39).

Es importante hacer notar que adem&s de 1la concentracién
plasmAtica de la glucosa y 1la vida media del eritrocito, la
glicosilacién es afectada por la permeabilidad de 1la glucosa,
grado de oxigenacién del eritrocito y la concentracién del 2,3-
difosfato (39). Sin embargo no se ha mencionado gue  tan
dependiente es la cantidad de Hemoglobina y Globulos para gue se

lleve a cabo la reaccién de Glicosilacién.

Ia glicosilacién de la Hemoglobina A no sélo se limita al
ataque del dgrupo aminon N-terminal de la Valina en las cadenas
beta, puede ocurrir en otros sitios como en los N-terminales de

la lisina en cadenas alfa y beta. Sin embargo la glicosilacién en
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estos sitios no altera significativamente las propiedades de la
Hemoglobina y no es posible separarlas de 1las formas no
glicosiladas de la Hb por medio de los métcdos convencionales de

cromatografia de intercambio ionico y electroforesis (39).

La concentracién de la Glicohemoglebina se wva acumulando
durante 1la vida del eritrocitec observandose mayor concentracién
en las células rojas mas viejas que en las mAs Jjovenes, pero
disminuye en pacientes con ceélulas de corta vida como en las
anemias hemoliticas (6), provocando la destruccisén del
eritrocito. Un claro ejemplo de esto es la HbS ademds de ser
glicosilada polimeriza dentro del eritrocito formando tdbulos de
gran longitud que deforman la célula, la alargan, hacen mas
rigida y fragil la membrana lo gque explica su destruccién
prematura. Por otro lado las moléculas de HbF sélo se glicosilan

sin causar dano a la célula (39,42).

3.4.Utilidad clinica de la Hemoglobina Glicosilada (HbAlc)

La utilidad clinica de la Hemocglobina Glicosilada radica en
el monitoreo de pacientes diabéticos. La relacién del mal control
de glucosa con anormalidades o secuelas del estado diabético,
esta relacionado con altas concentraciones de HbAlc, aumentando
generalmente de dos a tres veces su valor normal en pacientes

diabéticos mal controlados (2-4,6,22,39,43). La evaluacién de la
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HbAlc es vdlida de dos a tres meses dependiendo de 1la gravedad
del paciente (39) y representa el valor de hiperglicemias
prolongadas y no sélo el estado transitorio de una evaluacién de

glucosa en ayunas (2,3,16).

Posteriormente a la identificacién de 1las hemoglobinas
glicosiladas hecha por Allen y colaboradores en 1958 (36), fue
posible establecer programas de normalizacién de la concentracién
de glucosa en pacientes con DMID. Con ayuda de este monitoreo
fue posible establecer una terapia de insulina en estos
pacientes. En dicho programa se observo gue los pacientes tendian
a normalizar 1la HbAlc en un plazo aproximado de seis semanas.
Mientras tanto se mostro que en los pacientes con Diabetes tipo
II en quienes se administro Clorpropamida log niveles de HbAle
fluctuaban muy poco, (Ver grafica 1), pero cuando el contrel con
estos hipoglicemiantes es disacontinuo 1la concentracién de
glucosa es incrementada hasta en 150 mg/dl. A esta situacién
responden los niveles de HbAlc incrementandose de inmediato en
una semana, continuando el incremento hasta alcanzar una
estabilidad en las tres semanas del tratamiento discontinuo. Al
restituirse la terapia la concentracién de glucosa en ayunas
decrece de 180 mg/dl a 140 mg/dl en la primer semana, en cambio
la concentracién de Hemoglobina Glicosilada decrece en las

siguientes cuatrc a seis semanas (2).

A pesar, que en ocasiones estos programas son muy ambisiosos

en pacientes con DMID y sobre todo en ninos y adolescentes, no
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deja de ser importante 1la determinacién de HbAlc, porque dgracias
a ella se da la pauta a conseguir el tratamiento m&s adecuado en
este tipo de pacientes, siguiendo el control metabélico adecuado,
una dieta y evaluando los beneficios o complicaciones que esta

pudiera ocasionar (Ver grafica 2) (45,47).

otro uso importante de la glicohemoglobina es el evaluar a
cada paciente contra si{ mismo para dar un regimén adecuado de

insulina (48,49).

Se ha encontrado gque la velocidad de crecimiento en ninos
con DMID esta linealmente relacionada con el control metabédlico.
Los nimos que se encuentran en un estado de pubertad y
prepubertad son muy vulnerables a la supresidn del crecimiento,
pero una vez establecida la pubertad no ocurre la supresién hasta
gue exista una marcada hiperglicemia (valores normales de HbAlc
mayores de 16 %) (27-29), por esta razon se debe tener un

cuidade especial en estos ninos.

Desafortunadamente en México no se han determinado 1los
valores de referencia de la Hemoglobina Glicosilada para una
poblacién pediatrica, que seria de alguna manera el principio de
muchas investigaciones relacionadas con el control metabélico y
las complicaciones de este en pacientes diabéticos, que ayudarian

a mejorar y preservar su vida.
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La HbAlc también es #8til en el control metabélico de mujeres
embarazadas que cursan con Diabetes Gestacional. Existe una
hipotesis de que la hiperglicemia en mujeres embarazadas produce
hiperinsulinemia al feto y por lo tanto acromegalia y relaciona

el peso del recien nacido con los niveles de HbAlc (2,3,5,50).

3.5.Diagnéstice de Diabetes

La poliuria, la polifagia y 1la polidipsia, sintomas
caracteristicos de la Diabetes Mellitus son importantes en el
diagnéstico clinico, ya que la enfermedad puede cursar
asintomaticamente Y presentar niveles de glucosa normales en

ayunas (12,16,18).

La prueba estandar que se ha empleado en el diagnéstico de
Diabetes Mellitus en el laboratorio, és la Prueba de Tolerancia a
la Glucosa (PTG), gracias a su alta sensibilidad, sin embargo el
incoveniente de esta prueba es el depender de factores éomo: edad

del paciente, sexo, dieta previa y actividad fisica.

Una opcién de gran valor en el diagnéstico es la
Hemoglobina Glicosilada en combinacién con la determinacién de
glucosa en ayunas que tiene una buena sensibilidad, pero una
pobre especificidad, puede ser de gran ayuda en 1la Diabetes

asintomatica (Ver cuadro 3). La ventaja gue presenta 1la
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Hemoglobina Glicosilada

sobre la PTG es que no depende de 1la

edad, sexo, dieta previa y actividad fisica y de la hora que se

realice la determinacién (2,4,17,37,51).

Cuadro No.

3

Comparacién de la PTG y la HbAlc

Parametro Glucosa HbAlc Combinacién
en ayunas de glucsa

en ayunas y
HbAlc*

Sencibilidad relativa (%) 52.0 60.0 40.0

Especificidad relativa (%) 98.7 90.9 99.4

Evaluacién de prediccién

para un diagnostico + (%) 76.5 34.9 83.3

Evaluacién de prediceién

para un diagnostico - (%) 96.2 96.6 95.3

Eficiencia (%) 95.2 88.6 94.9

* Casos considerados como positivos que no son incrementados en
la evaluacién de ambos glucosa en ayunas y HbAlc. Simon D. 1985.

Fuente: Simon D,et al.,1985.
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3.6. Ventajas Yy Desventajas de los Métodos .empleados en la
determinacidn de Hemoglobina Glicosilada.

Existe una gran variedad de métodos para la determinacién'de
Hemoglobina Glicosilada (HbAlc) desde los sencillos y
relativamente baratos hasta los complicados y costosos (52), pero
ninguno en realidad ha sido considerado el método estandar, ni
adoptade como método de rutina, por lo gque cada laboratorio

adopta el que mejor se ajusta a sus necesidades y posibilidades.

Entre los métodos mAs utilizados se encuentran:

- Cromatografia en minicolumna,el que mAs se ha utilizado en el
laboratorio, requiere de un sofisticado sistema buffer, requiere
de tiempo, depende ampliamente de la temperatura, interviene 1la
fraccién 1labil y las variantes de la hemoblobina. En realidad no

es muy costosos y tiene una buena precisién (2,39,41,52-57).

- Cromatografia de alta precisién (HPLC), depende ampliamente de
la temperatura, pH, fuerza ionica, existe interfe;encia con las
variantes de 1la Hemoglobina, consume mucho tiempo (de seis a
doce Hrs), es muy costoso, las muestras requieren de cierto
tiempo de - almacenaje. Tiene excelente precisién

(2,3,5,39,41,55,56).

- Afinidad cromatografica: Utiliza resina de agarosa de fenil

borato, 1la fraccién no glicosilada también es separada. Algunos
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métodos son manuales y consumen mucho tiempo interfiren
las variantes de la Hemoglobina, no depende del pH no afecta

la temperatura o la fraccién 1l4abil (3,5,54,57,58).

- Enfoque isoeléctrico: se emplea un gradiente de pH, anfolitos
con puntos isoeléctricos ajustados a los de las Hemoglobinas A y
Alc, es muy costoso, consume mucho tiempo, por esta razén no es
muy utilizado. No se usan solventes érganicos de extraccién, no

interfieren las Hemoglobinas S,C y F (2,39,43,54,59).

- Métodos colorimétricos: Han sido muy empleados, sin embargo son
myy engorrosos, la reaccién no es estequiométrica por lo tanto
hay que estandarizar las condiciones de ensayo. Interfiren 1las
variantes de Hemoglobina, consume mucho tiempo (horas). No
depende de la temperatura, ni del pH, tiene una buena precisién

(2,5,38,57).

3.7.Método Electroforético.

La electroforesis método seleccionado en este trabajo, se
basa en la migracién proporcional en sentido y velocidad, de
particulas cargadas en un campo eléctrico. Las particulas
analisadas o analitos pueden ser: iones simples, complejos,
macromoléculas coloidales o material corpuscular, etc. Estas

particulas se mueven en un campo eléctrico segin el tipo de
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particula y la carga superfecial. Asi, por ejemplo, la molécula
proteica posee una carga eléctrica final que depende del ntimero
de grupos A4cidos y basicos 1libres y de su constante de
disociacién, de 1la estructura terciaria y cuaternaria de 1la

molécula, del pH y la fuerza ionica del disolvente (60,61}.

Existen varios soportes que se emplean en este método
dependiendo de la utilidad gue se le de por ejemplo el agar, gel

de agarosa y acetato de celulosa (3,60).

El agar se puede fraccionar en funcién de su contenido en
drupos con carga, sulfatos y carboxilos, en wuna parte muy
cargada, agaropectina y otra casi neutra, agarosa. A su ves esta
tltima también se puede fraccionar, segdn su rigqueza en grupos
cargados, en tres tipos: alta, media y baja endosmosis. La
eleccidén del tipo depende de la finalidad que se destine. En este
caso se utiliza la media endosmosis que es las mas utilizada en
la electroforesis de proteinas plasmAticas. La resolucién gue

tiene la agarosas sobre el acetato de celulosa es superior (60).

En la Electroforesis no se produce la electrolisis, debido a
gque los electrodos se encuentran lc suficientemente separados por
lo que 1la migracién de las egpecies se va atenuando por el
denominado "Sistema electroforético" cortandose 1la corriente

antes de gue estas lleguen al electrodo (61).
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Un factor importante en la electroforesis es el voltaje
aplicado. Un potencial elevado origina un calor excesivo,
provocando fenémenos indeseables tales como evaporacién y
gradientes de temperatura irregulares que alteran la separacién.
Sin embargo la aplicacién de voltajes altos tiene grandes
ventajas como: reducir el tiempo de electroforesis y mejora 1la
separacién vya gue los analitos se difunden menos y las manchas

quedan mAs compactas (61).

La Densitometria como método de cuantificacién. La densidad
del color es proporciocnal a la cantidad de proteina y puede
valorarse mediante un densitémetro. El movimiento através del
gel por electroforesis, separa las fracciones glicatadas de las
no glicatadas lo cual permite la determinacién densitémetrica de

las bandas (61).

Se puede medir la densidad de la pelicula haciendo pasar un
rayo de luz a través de una porcién trasparente de eésta y
midiendo 1la intensidad del rayo trasmitido con un .fototubo.
Después se hace pasar el rayo por la zcna obscurecida de 1la
pelicula vy se vuelve a medir la intensidad. Con esto se calcula

el logaritmo de la relacién de las dos intensidades (61).

Las partes m&s importantes de un Densitémetro son una fuente
de 1luz (lampara de tungsteno), una rendija para detectar 1la
porcién deseada de la emulsién, un soporte para la placa (o

pelicula) fotografica, un fototubo, y un circuito y un medidor (o
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registro) para obtener las lecturas de 1la fotocorriente. Un
sistema de proyeccién permite una inspeccién visual de una
porcién del espectro. Un mecanismo de bastidores proporciona un
medio para mover la placa horizontalmente (exploracién) Yy

verticalmente {(de un espectro a otro) (61).

La forma de la curva caracteristica de una emulsién
fotografica variara de una emulsién a otra, con la longitud de

onda y con las condiciones de revelado (61).

El revelado permite una cuantificacién fAcil debido a que
las membranas quedan trasparentes despues del tenrnideo. Esta
cuantificacién se realiza frecuentemente con un fotodensitémetro
el cual proporciona, después del +tratamiento adecuade de las
senales, la integracién automatica de las A4reas de cada pico y
ofrece un porcentaije asignable a cada analito. El
fotodensitémetro utiliza la radiacién reflejada o trasmitida para
la cuantificacién. Consiste en un bastidor donde se colocan las
peliculas y un sistema mecanico gue 1las trasporta bajo una
rendija estrecha por la gque pasa a un fototubo y 1la respuesta

amplificada queda registrada en la carta (61).

El método de electroforesis ofrece ciertas ventajas sobre
otros métodos, por lo que pretende ser empleado como método de
rutina en el Laboratorio del Hogpital General Centro Medico "La
Raza". Este método no depende de la temperatura, se pueden hacer

ocho determinaciones al mismo tiempo con dos controles en un
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Amismo gel en aproximadamente 45 minutos, no interfiren 1las
hemoglobinopatias, las cuales son separadas y cuntificadas cuando
se encuentran presentes en el paciente. El método utiliza una
pequena cantidad de muestra (hemolizado 0.5 ul), las muestras de
sangre completa se pueden almacenar hasta siete dias y 1los
hemolizados por 48 horas de 2 a 8oC (3,11). Sin embargo el
método requiere de equipo sofisticado y costoso (dato

proporcionado en el Hospital).

3.8.Valores de referencia

Los valores de referencia han sido ampliamente usados,
generalmente en individuos que se suponen sanos, pero es tanta la
controversia que existe en cuanto al termino salud que se ha
considerado como relativo, por 1lo que al seleccionarse los
individuos de referencia los criterids de salud se aplicaran de

acuerdo al objetivo de investigacién del laboratorio (8).

Lo gque si es cierto es que los valores de referncia pueden
ayudar en las evaluaciones del estado de salud de individuos y
poblaciones, se puede identificar gente con riesgo a una
enfermedad y ayuda a las decisiones en medicina clinica con

varios propésitos cientificos (8).

Para establecer valores de referencia se deben estandarizar

y describir las condiciones de acuerdo al uso pretendido (8), Yya
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que como es sabido el organismo humano est& sometido a variacién
causada por procesos fisiolégicos, diferencias genéticas

enfermedades y factores ambientales.

Estos valores son significativos cuando el individuo y los
métodos por los cuales se determinaron son descritos
adecuadamente. Por esto es importante que los siguientes factores
sean especificados cuando se establezcan y utilicen los valores
de referencia:

(1) Los criterios de inclusién o exclusién utilizados para
definir la poblacién de referencia.

(2) Los criterios de particién utilizados para caracterizar
subconjuntos de la poblacidén de referencia de acuerdo a la edad,
Sexo, grupos étnicos, factores genéticos y socioceconédmicos, etc.
(3) Las condiciones ambientales y fisiolégicas bajo 1las cuales
fue estudiada la poblaciénde referencia y fueron tomadas las

muestras del grupo de referencia (9).

Se han reportado una gran variedad de niveles normales de
Hemoglobina Glicosilada (Ver cuadro 4), sobre todo en poblacién
adulta, sin embargo los valores de referencia de este metabolito
varian con respecto al procedimiento empleado. Como se menciono
anteriormnente la Hemoglobina Glicosilada L&bil interfiere en
algunos de los métodos, por lo que de alguna manera influyen en

esta variacien.
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Cuadro No. 4

Valores de referencia de HbAlc reportados por diferentes métodos

Método Valores de referencia Referencia
(Autor)
HPLC * 4.0-6.0 % Daneman D,etal.
. 1989
HPLC ** 4.5-5.7 % King M E
1980
Cromat. con tem. contl.*%* 5.1-7.8 % Egger M,etal.
1991
Cromatografia en minicol.** 4.5-8.3 % King M E
' 1990
Cromatografia en minicol.*** 3.0-6.0 % Roe T F, etal.
1991
Cromat. intercambio ionico.#** 5.5-7.7 % Helena Laborat.
Enfoque isoelectrico #*=* 4.0-5.2 % . King M E
1990
Afinidad cromatogrAfica *=* 5.3-7.5 % King M E
1990
Electroforesis ** 3.0-7.6 % King M E
1990
Electroforesis (agarosa)*#* 3.4-5.8 % Beckman

* No se especifica la poblacién.
** Determinados en poblacién adulta,
**% Determinados en una poblacién con edades de 3 a 24 anos.
El método de minicolumna varia con la edad y se cree gue
esto es vAlido para otros métodos (5).
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4 .0BJETIVOS

4.1. Determinar 1los valores de referencia de Hemoglobina
Glicosilada a una poblacién pedlatrica entre 3 y 16 anos de edad,
en ambos sexos, utilizando como método de separacién de 1la
Hemoglobina la Electroforesis en agarosa y la Densitometria para

su cuantificacién.

4.2.Contrastar los valores de referencia obtenidos de 1la
poblacién pediatrica mexicana con los de la poblacién adulta
norteamericana que reporta Beckman por el método de

Electroforesis en agarosa.

4.3. Analizar si los valores obtenidos de la Biometria
Hematica ‘como cuantificacién de globulos rojos {GR) Yy
Hemoglobina, asi como también la concentracién de glucosa de un

dia tienen relacién con la determinacién de la Hbalc.
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5.HIPOTESIS

S1 1la ideosincracia de la poblacién pediatrica mexicana es
diferente a la de los adultos, en quienes se han establecido
valores de referencia de la Hemoglcbina Glicosilada (HbAlc) por
diferentes métodos incluyendo el de Electroforesis en agarosa y
debido a que en México no han sido determinados los valores de
referencia para poblacién pediatrica (3 a 16 anos de edad),
- entonces es necesario establecer los valores de referencia para
esta poblacién, esperando sean diferentes a los establecidos por
Beckan en poblacién adulta norteamericana, empleando el método de

Electroforesis en agarosa.
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6. DISENO DE INVESTIGACION

6.1. Seleccién de individuos de referencia

6.1.1. Aspectos éticos. Para la determinacién de valores de
referencia es necesario seleccionar individuos que reunan las
caracteristicas para lo cual van a ser determinados. Obtener 1los
individuos de referencia no es tarea sencilla, sobre tode cuando

se trata de poblacién pediitrica.

Para conseguir la participacién de estos sujetos fue
preciso pedir la autorizacisén de los padres de familia, a quienes
se les explicéd en que consistia el estudio y se aclaro que se
tomarfan las precausiones pertinentes, de tal forma que se
respetaria la integridad fisica de sus hijos, gque no corrian
ningdn riesgo de contraer enfermedades como SIDA y Hepatitis
principalmente, vya dgque se usaria material desechable 1limpio vy
esteril. Se les hizo no tar que de no desear su participacién en

el estudio podian abstenerse de hacerlo (63).

6.2. Tipo de estudio:

a) Prospectivo.
b) Trasversal.
c¢) Descriptivo.

d) Observacional.
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6.3. Poblacién: Se estudiarén 124 muestras de sangre de ninos
Clinicamente sanos con edades de 3 a 16 anos.

6.4. Criterios de inclusién y exclusién (8,9,10,62).
INCLUSION:

a) Caracteristicas delos individuos de referencia
Edad: 3 a 16 anos
Sexo: Masculino y Femenino
Factores Géneticos: Que no tengan antecedentes de padres

diabéticos.

b) Factores Biolégicos:
Dieta: La acostumbrada (que no acostumbren ayuno prolongado)
gue realicen las tres comidas.
Farmacolégicos: Que no estuvieran bajo algun tratamiento
médico (principalmente acido acetilsalicilico,
ya gque compiten por los mismos sitios a los

cuales se pega la glucosa (36)).

¢) Individuos a quienes al evaluar el médico determine gque no
presentan Anemia o Diabetes (que se encuentren clinicamente
sanos). También que al ser evaluados por el laboratorio no
presenten anormalidades en la sangre Yy que sean

normoglicemicos (Ver cuadro 5).
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Cuadro No. 5.

Valores de Glucosa y BH

Valecr de referencia

Parametro
Glucosa 60 a 120 mg/dl
Hemoglobina 11 a 15 g/dl
Globulos rojos 4.0 a 5.3 u/nm?

6.5. Variables: .

a) Independiente: Toma de muestra, preparacién de las mismas,
biometria hemAtica y quimica sanguinea.

b)Dependiente: Valores de Hemoglobina Glicosilada.
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7. METODOLOGIA

Material Especificacién
I) Equipo
Cubeta de electroforesis con puente PARAGON
Puente de alimentacién PARAGON
Pipeta de rango multiple ] 0.5,1,3,5ul
PARAGON
Procesador de ligquido PARAGON
Densitémetro (Appreise) PARAGON
Pipeta 50 ul
PARAGON
Agitador VORTEX

II) Material de vidrio

Tubos de ensayo 10X75
PYREX
Pipeta Sally 20 ul
Matraz aforado 500 ml
PYREX
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Material Especificacién
III) Material adicional
- Gradilla para tubos -
- Marco para geles Paragon
- Boquilla con manguera ——
~ Papel secante para gel Paragon
- Plantillas con pozos para muestra Paragon
- Gasas ——
IV) Reactivos
- Buffer A&cido trismaléico (pH=5.2) Paragon
- Reactivo hemolizador Paragon
- Gel de Hbalc (diatrac) Paragon

40



7.1. Técnica electroféretica.

FUNDAMENTO : El estuche Paragon de HbAlc, realiza la
separacién electroforética de las Hemoglobinas en un gel de
agarosa con tampdn Acido. Después de la electroforesis, el gel se
lava con agua desionizada. El1 modelo obtenido puede ser

cuantificado por densitémetria.
7.1.1. Preparacién y almacenamiento de reactivos.

Los geles de HbAlc momentos antes de usarlos, se deben de
retirar de su embalaje de papel aluminio cuidadosamente. Los
geles deben almacenarse a temperatura ambiente, entre 18 y 260C,

hasta su fecha de caducidad. No refrigerar ni congelar.

Tampén trismaléico pH=5.7; Disolver el contenido del frasco
de tampén en 400ml. de agua desionizada en un matraz aforado de
s00ml. E1 tampdén sin abrir debe almacenarse a temperatura
ambiente, entre 18 y 260C, hasta su fecha de caducidad. E1 tampdén
reconstituido en un recipiente cerrado permanece estable por 60

dias o hasta su fecha de caducidad, en caso de ser lo anterior.
7.1.2. Obtencién de muestras.

La muestra de preferencia para la investigacién de rutina de
la HbAlc es un hemolizado de sangre entera. La ' sangre debe

recolectarse en EDTA, Al almacenarse entre 2 y 8oC, la sangre
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entera permanece estable por 7 dilas y resulta adecuada para el

procedimiento electroforético.
7.1.3. Procedimiento de Hemolizado.

Mezclar 20ul. de sangre entera bien mezclada con 50ul.
reactivo hemolizador; invertir o mezclar vigorosamente durante 5
segundos, la muestra esta lista para el procedimiento
electroforético, los hemolizados permanecen estables por 48 horas

si se les almacena entre 2 y 8oC.
7.1.4. Procedimiento electroforético.

Preparar las muestras de acuerdo a lo mencionado
anteriormente. Llenar cada compartimiento de 1la cubeta de
electroforesis con 45ml. de tampén trismaléico. Llenar uﬁ
recipiente de procesador de liquidos con 300ml. de agua
desionizada. Quitar el gel HbAlc de su embalaje de papel aluminio

Yy colocarlo sobre una toalla de papel.

‘Secar cuidadosamente con un papel secante de gel. Desechar

el secante.

Aplicacién de la plantilla: Con la posicién "A" del borde
del gel, aplicar 1la plantilla al gel, de modo gue sus ranuras

esté en contacto primero con la superficie del gel, aplicar el
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secante de plantilla a lo largo de la misma, alizando suavemente
con el dedo para asegurar el contacto, retirar y desechar el

secante de plantilla.

Aplicar 0.5ul. de muestra atraves de cada ranura de 1la
plantilla. Luego de 1la aplicacién, esperar 5 minutos para
permitir 1la difusién. Retirar inmediatamente y desechar 1la
plantilla, empezar la electroforesis; Colocar el gel en el puente
de la cubeta alineando sus posiciones positiva (+) y negativa (-)
con los polos respectivos indicados en el puente. Colocar el
conjunto en la cubeta de electroforesis y cerrarla. Colocar la
cubeta de electroforesis en la fuente de alimentacion. Fijar 1la
tensién en 50 voltios, encender y mantener la electroforesis
durante 35 minutos. Una vez completada la electroforesis retirar
el gel de la cubeta y colocarlo en un marco para geles. Sumergir
el gel en agua desionizada durante 5 segundos.\Secar el exceso de
agua de la parte posterior del gel. El gel debe ser evaluado en

htimedo. Evaluar el gel con el densitdmetro apropiado a 41S5nm.

editar la gra&fica del corrimiento.
7.2. NOTAS IMPORTANTES SOBRE LA TECNICA.
Es muy importate que la cubeta de Electroforesis permanezca

bien cerrada una vez dque se esta llevando a cabo el

corrimiento, ya que de no ser asil este no se realizara.
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Las muestras que se almacenen no deben guardarse en el
congelador, ya que de ser asi, estas se hemolizaran y se wveran

alterados los resultados.

Se debe cuidar que los geles esten a la temperatura indicada
(ambiente), y que no se sequen, pues de ser asi el corrimiento no

se lleva adecuadamente aungque no se ven alterados los resultadoes.

Se debe cuidar gue el gel no sea rasgado porgue se obtendran
grdficas con diversos picos y no se vera cual es el esperado de

la Hemoglobina Glicosilada.
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7.3 DIAGRAMA DE FLUJO

Padir autorizacien de los
padres para la partici tsion
de sus hijos en el estudio

'

Tomar muestra sanguinea a
los ninos autorizades

- '

Preparar el tampon
trignaleico ol §.7

!

Hemolizar 20 ul
de sangre entera

;

Llenar las cubetas electro-
foraticas con el buffer

!

uitar el gel del embalaj
e aluminio y secar con e
papel Secante

!

fplicar la plantilla
con los pozos al ge

!

PPl LAl

'

Esperar § minutos y quitar
la plantilla con los pozas

l

Realizar la electroforesis
durante 33 minutes a 9¢ voltios

'

Enjuagar el gel con agua
desionizada por 5 seq.

'

I Secar el exceso de agua AAJ

Leer el gel en el
densitometre a 443 nm

'

[ Editar la grafica AJ
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8. Diseno estadistico

Los resultados son tratados de acuerdo a las recomendaciones
de la Federacién Internacional de Quimica Clinica IFCC, sobre

tratamiento estadistico de valores de referencia (62).
8.1. Recomendaciones:

1.- Para que exista una diferencia numérica pequera que sea
practicamente insignificante es importante utilizar 100 o nas

valores de referencia .

2.- Realizar un muestreo simple al azar, es decir cada
individuo de referencia, tiene la misma probabilidad de ser

obtenido, independientemente de los demas.,

3.- Es muy importante que el intervalo de referencia contenga

el 95 % de la distribucién.

4.- De acuerdo al tamano de muestra en el presente
trabajo se utilizo una técnica de estimacién parametrica, gue
ademas se ajusta a un modeloc aproximadamente normal o gaussiana.

8.2. Procedimiento para establecer los valores de referencia:

1.- Recolectar los valores de referencia.

2.~ Agrupar los datos (por edad, sexo, etc.).
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'3.- craficar los valores obtenidos, con el fin de examinar el
tipo de distribucién y ademas se podra observar el sesgo,

curtosis y valores marginales.

El sesgo puede ser positivo, la distribucién es asimétrica
con una cola extendida a la derecha. En el sesgo negative la cola

esta extendida hacia la izquierda.

En la curtosis se observa la agudeza, es decir puede ser
demasiado punteaguda, comparada con la distribucién normal, puede
estar combinada en la parte central con largas colas {curtosis
positiva) o estar demasiado chata o aplanada, comparada con la

gaussiana, perc con colas cortas (curtosis negativa).

4.- Determinacién de valores marginales o valores aberrantes.
Estos valores se ubican inesperadamente lejos de la mayoria de
los otros valores de referencia.

Un método confiable para la identificacién de posibles
valores marginales, es la observacién de la grafica. Los posibles
valores marginales no deben ser descartados de inmediato se debe
hacer una reevaluacién en cuanto a la obtencién y preparacién de

muestras. De no ser posible su correccién se descartan.

5.- Determinacién de limites de referencia.

a) Prueba para la distribucién gaussiana. Graficar los valores de

referencia.
b} Transformar los datos para ver si se ajusta mejor a una

distribusién gaussiana.
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c) Obtener la media aritmeética X y la desviasién estandar sD.
d) Estimar los fractiles o limetes de referencia, en donde se
encuentre en 95% de la distribucién:

X + 2 sD

El anAlisis de correlacién consiste en la mediciém del grado
o intencidad de asociacién entre dos variables sin importar cual
es causa Yy cual es efecto. cuando se puede demostrar gue la
variacién de una variable esta de algin modo asociada con la
variacién de otra, entonces se puede decir que las dos variables

estan correlacionadas.
Correlacién positiva al aumentar una aumenta la otra.

Correlacién negativa cuando al aumentar una variable

disminuye la otra.
Ambas son variables aleatorias.

La medida del grado de relacién entre dos variables se llama
coeficiente de correlacién "p" X,Y varian conjuntamente en una
distribucién n&rmal bivariable.

r coeficiente de determinacién indica el porcentaje de 1la
determinacién de X que esta asociada c¢on (o explicada por) 1la
variacién de Y , o biceversa. Cuando p=0 la distribucion muestral

de r sigue wuna distribucién t con n-2 grados de libertad (64).
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9. RESULTADOS

(Tabla 1)

Valores de HbAlc

Valor " log. Masc. Fem. Total

0.4771
0.4913
0.5051
0.5185
0.5314
0.5441
0.5563
0.5682
0.5797
0.5910
0.6020
0.6127
0.6232
0.6334
0.6434
0.6532
0.6627
0.6720
0.6812
0.6901
0.6989
0.7075
0.7160
0.7242
0.7323
0.7481

I
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Total 56 68 124

- Tabla de valores normales de HbAlc, encontrados en 124 individu-
os con edades de 3 a 16 afios, en donde se muestran los valores
naturales, sus logaritmos de estos, la frecuencia de los valores
de HbA1c por sexc y los totales,

50



Desviacién estandar y media aritmeética

Hbalc log HbAlc
X= 4.0919 0.6049
SD= 0.6169 0.0639

Para considerar los intervalos de referencia se ha convenido

que dichos intervalos contengan el 95 % de la distribucién.

Para obtener el 75 % de la distribucién:_

Usando las trasformaciones a logaritmos.

X + SD
0.6049 - 0.0639 = 0.541
0.6049 + 0.0639 = 0.6688

Sacando antilog.

antilog 0.541 = 3,4753
antilog 0.6688 = 4.6644
Para obtener el 95 % de la distribucién.

Usando las trasformaciones a logaritmos.

X + 2 sD

0.4771
0.7327

0.6049 = 2 (0.0639)
0.6049 + 2 (0.0639)

[}

Sacando antilog.

2.9998
5.4038

antilog 0.4771
antilog 0.7327

(]
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Tabla No. 2

VALORES DE REFERENCIA CONTRASTADOS

Valores enceontrados

Poblacién pediatrica maxicana

encontrados en este trabajo. 3.0 - 5.4 %

Poblacién adulta norteamericana

reportados por Beckman 3.4 - 5.8 %

- Valores de referencia de HbAlc de las poblaciones pedidtrica
mexicana determinados en 124 nifiog de 3 a 16 afios, que se com-

paran con los establecidos en una poblacidén de 99 adultos nor-
teamericanos del Estado de California (11).
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Tabla No. 3

CORRELACION DE VARIABLES

Hb HbAlc GR HbAlc Glucocsa HbAlc
x V8 ¥ Xx VS Y X VS ¥
SDx | 2.6249 0.6014 10,37
sDy 1.06 1.06 1.06
X 13.46 4.89  77.54
¥ 4.08 4.6§ 4.08
r 0.0321 0.014 7.01XEx-3
r2 1.03XEx-3 0.1425 4.92XEx-5
% 0.103 14.25 4.92XEx-3

~ Parametros importantes para la determinacidn del coeficiente
de correlacién de las variables Hb(hemoglcbina) vs Hbalc,
GR (globulos rojos) vs HbAlc y Glucosa vs HbAlc.
El coeficiente de correlacibén "r" nos indica el grado de aso-
ciacidn entre ambas variables.
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Grafica 1. Distribucion de hemoglobima
glicosilada.
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HbA1c

Distribucidn normal de los valores encontrados de HbAlc sin ninguna
trasformacién.




Grafica 2. Valores trasformados (log)

HbA1c

Log HbA1c
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Distribucién normal de los valores encontrados

de HbAlc trasformados a logaritmos, observandose

de esta manera mejor la distribucidn Gaussiana.
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A) CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PACIENTES NORMALES.

C.ﬂ.?._I.N.S.S. HOSPITAL G -ERAL . R. T.H.5.S5. HOSPITAL GENERAL

LABORATORIO CENTRAL-BIOGU “ICH ﬁBDEﬁTURIU CEMTRAL-BIOQUINICA -
Fatient: GUILLERMO. GUERRERD & Fatient: ANA PATRICIA SOLIS  °
Test. Hbfdc Gel 4 - 2 17-J ~I0-1393 B onie Gel 4 o de | T-MAvO-1%33
Mo.MUESTRA 143 Mo, MUESTRA  50-133

1 : 4.4
g 95. 3

Grafica de pacientes normales, el densitdmetro proporciona directamente el
porcentaje de las Hemoglobinas. Como se observa en las grificas existen dos
picos en este tipo de pacientes, el primero corresponde a la hemoglobina rapida

o HbAlc y el mis grande a la hemoglobina total.
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B) CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PACIENTES CON ANEMIAS HEMOLITICAS.

1.B., I.M.3.35. dO0SPITAL GEMERAL c.m.R. I.M.5.5. HOSPITAL GENMERAL
_ LABORATORIC. CENTRAL -BID@UIMICH LABCRATORIO CENTRAL-BIOQUIMICH

MADRIGAL OROZCO J.

Fatient: PEREZ REYNOSO JOSE | Pamient: >0 ';,_
Test: Hbalc Gelil -.9 - 14-MAYD-1%03 : Tesu, Honlc 821 4 -2 14 MAYD-1353
ST SRS . Me.WUESTRA. 1823-13 - S

Mo. RUESTRA - @834-7 .
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Dx. Anemia Hemolitica Autoinmune.

Dx. Anemia Hemolitica.

Hb= 10.8 g/dl, Hto= 33 %,CMHb= 32 g/dl Hb= 11.9 g/dl, Hto= 38 %, CMHb= 32 g/dl

Grafica de pacientes con anemias hemoliticas, en quienes también existen dos picos.
En el primer paciente observamos un valor muy bajo de HbAlc con valores con-
s de Hb. En el segundo paciente un valor de HbAlc dentro de lo normal

derabl
51 Szab fores normales de
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C) CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PACIENTES EN QUIENES APARECE VARIANTE
DE LA HEMOGLOBINA

C.M.F. I.M.3.2. HOSFITAL GEMERAL C.M.R. I.H.5.5, HOSPITAL GEHERA
LAE0RaTORIO CENTRAL-BIORUINICA LHEDRATORIO czng%L{BgtugﬁﬁiégL
ar . TORFES LOYa ART. . Fet

ient: ARROYO MEWDEZ JOSE ,
t: Hbalc Bel 1 - 16 12-MAYT-15333
MUESTRA BT39 S

(1

3
=

" HbAlc Gel 1°-1. 14 -HAYDH~1393 . T
JESTRA | 1BE26-25 | S bl

: ‘variante
Lo - - de Hb

'
n
o+
»
o f
A
L]

v_‘:ti_‘ o 1%
[ 4
4.2 z 22
a8 2 95,1
57.4 "
Dx. Aplasia Pura de la Médula Roja Dx. Leucemia Linfocitica Aguda.
Hb+7.9 g/dl,Hto+ 24 %, CMHb= 32 g/dl Hb= 10.5 g/dl, Hto=35 %, CMhb=30g/dl

Grafica de pacientes con problemas sanguinqos, en quienes aparece variante de la Hb
por lo cual aparecen diversos picos, es decir el método separa a dichas variantes.

En el primer paciente se muestra una alta glicosilacidén de las variantes, por lo que
se piensa que el paciente curso con una hiperglicemia.En el segundo aparecen dos picos

con valores bajos de lo normal de la Hbalc.
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D) CORRIMIENTO ELECTRCOFORETICO DE PACIENTES CON "pMID".

C.M.E. I.M.5,5, HOSFITAL BIMERAL HOSPITHL DE ESPECIALIDADES CMR INSS

LAEORATORIO CENTRAL - -BI00UZNICH . LABORATORIO CENTRAL BIOQUINICA ESRECIAL
m . Tl
———in s ——O) : N
$§§éf“LbH;EL§;15279 JU“” ?5 Ene W Basiens: ELIZABETH GRRFIAS U.
Mol MUESTRA 1171 HERG 9571 fesy, fphlc Gel d - 9 'UNIO 19

po = —

Y2 'VE!HE “ONI ‘S.LNBWdH;LSNl NV

Y'STLNIG3INId

Fraction Re1x
1 13.4 +++
z 86.6

Grifica de pacientes pediatricos con DMID, en guienes se observa un picomuy alto
de Hbalc, lo gque indica que estan muy descompensados con el tratamientoc de insulina
v la dieta gue estan llevando, por lo gue estos no son los adecuados.
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E} CORRIMIENTO ELECTROFORETICO.

MAL EDITADO BIEN EDITADO. -

N C.M. B, I.M.5.8., HOSPITAL BENERAL

LABORATORIO CENTRIL ~ETOBUINICH
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‘shlc Geg -2 14 Ernera S:,
b UTITRA D D 1FE-3938 .
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{
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= Fu3 Fraction Rel%
5,1
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La linea punteada indica donde debe ser editada la grdfica.
Como se observa existe una variacidn entre ambas ediciones, por lo que se
debe tener cuidado en la edicidén para que no se alteren los resultados.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Como se ha mencionado anteriormente la utilidad clinica de
los intervalos de referencia es dar una idea del estado biolégico
de los individuos a partir de un valor observado. La obtencién
de estos valores de referencia no es dificil una vez que han
quedado bien establecidas las condiciones bajo las cuales seran

determinados.

De esta manera, se obtubieron los valores de referencia de
HbAlc por el método de electroforesis en agarosa, en 124
individuos de una poblacién pediatrica mexicana, 1los cuales
fueron considerados como sanos para esta finalidad por el médico
y por las evaluaciones de quimica sanguinea y biometria hematica

gque correrspondian a valores normales de estos estudios.

Segdn las recomendaciones de la IFCC la distribucién que
siguieron los resultados obtenidos (Tébla No. 1) es la de una
curva gaussiana, pero como se puede observar en la grafica no. 1
los valores asi graficados no son tan claros, por lo que creyd
conveniente hacer 1la conversién a logaritmos (grafica no. 2).
Como se observa existe en la curva un sesgo positivo (la cola
hacia la derecha), que es compensado con el grado de curtosis que
es muy agudo. Sin embargo los resultados fueron trtados como una

distribucién Normal.
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si observamos los valores de referencia (Tabla No. 2) de 1la
poblacién adulta norteamericana y los obtenidos en la poblacién
pediatrica mexicana y adem&s, considerando que la técnica con
que fueron determinados ambos valores de referencia especificada
por Beckman, podemos decir que no existe una diferencia signifi-
catiﬁa entre estos que nos haga pensar que la HbAlc depende de
las caracteristicas individuales de cada poblacién, por ejemplo:
tipo y costumbres alimenticias ( considerando que en México esta
es altamente rica en carbohidratos, y en los ninos y adolescentes
de nivel primaria y secundaria prevalece la ingesta de comida cha

tarra),asi como también la actividad fisica, raza, edad y sexo.

En cuanto a los valores obtenidos de glucosa, concentracién
de Hemoglobina y cantidad de globulos rojos,(determinaciones
hechas de un dla) observamos que estadisticamente no existe
ninguna relacién con los valores obtenidos de la Hemoglobina
glicosilada. Como se ve en la tabla no. 3 el coeficiente de
relacién de 1la glucosa con la HbAlc nos indica que no existe
ninguna relacién entre esta variable determinada en un dia con
la determinacién de HbAlc ocurriendo de la misma manera con 1la
concentracién de Hb. Sin embargo observamos que en la cantidad de
globulos rojos si existe un 14.25 % de relacién con la HbAlc.
En la bibliografia no se ha reportado nada al respecto de esta
relacién, se ha mencionado que la glicosilacién depende de 1la

vida media del eritrocito y que depende de la concentracién de
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glucosa, sin embargo aungue este no es el tema principal del
trabajo no quisimos pasar por alto estos resultados y puede ser
la pauta a un estudio mas amplioc sobre la relacién que pudieran
tener estas variables. Por otro lado, no podemos dar una conclu

sién a este respecto pues los casos de pacientes presentados
fueron muy pocos. De esta manera, vemos que en el B) corrimiento
electroforético de pacientes con anemia hemolitica se presenta
una cantidad considerable de Hb y sin embargo se tienen valores
de HbAlc bajos (Segdn los valores normales que se encontraron,
ver A) corrimiento electroforético de pacientes normales)
debido a que en la Anemia Hemolitica es importante la vida media
del eritrocito. Por otro lado vemos que en otras anomalias (Ver C
corrimiento electroforético de pacientes en quienes aparece
variantes de la Hemoglobina) sanguineas como la aplacia pura de
la medula roja, se lleva acabo la glicosilacién con la cantidad
de hemoglobina presente hasta de una manera anormal, de igual
forma ocurre en el caso de la leucemia. Es importante hacer
mencién que en estos casos no ocurre destruccién de los globulos
rojos Yy sin embargo se tienen valores bajos de HbAlc y ademas
existe wuna cantidad considerable de Hb como para que se lleve

acavo la glicosilacién.

Por otro, lado vemos que en los D) corrimientos electroforé-~
ticos de pacientes con DMID se muestran curvas en las gue nos

indican que dichos pacientes estan muy descompensados y que el
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tratamiento de insulina no es el adecuado aunado a que no se esta
siguiendo 1la dieta adecuada. Lo que nos indica hiperglicemias
prolongadas. En cuanto a estos pacientes se pueden hacer otros
estudios como es el evaluar el control metabolico con una dieta
establecida, ver gque tanto pueden ser aumentados los valores

normales en pacientes pediatricos con este padecimiento, etc.

Algo muy importante gue se debe de tomar en cuenta en este
método es la forma de editar las graficas (ver E) corrimiento
electroforético) en el densitémetro y solamente tomar en cuenta
la 1linea base que nos indique un &rea bajo la curva, ya que de

otra manera si se veran afectados los valores de referencia.

Cabe mencionar que algunos de estos pacientes presentaron
hemcglobinopatias, las cuales no interfirieron en el valor de 1la
HbAlc, ya que fueron separadas y cuantificadas por el metodo de
electroforesis, esta caracteristica puede ser empleada también
como una técnica de recurso para determinar la existencia de este

tipo de anormalidades.
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11.CONCLUSION

Quedaron determinades Jlos valores de referencia de Hbalc
(3.0~5.4 %} de una poblacién pediatrica mexicana con edades entre
los 3 y los 16 anos de edad, en ambos sexos por el método de
electroforesis en agarosa el cual presenta ventajas de tiempo y
presicién y sera implementado como método de rutina en el Labora-

torio del Hospital General Centro Médico la Raza.

Se concluye gue los valores de HbAlc no dependen de las
caracteristicas ‘particulares de cada poblacién, al no encontrar
diferencias significativas entre los valores de referencia de la
poblacién pediatrica mexicana y la poblacién adulta norteamerica-

na. Y se piensa que es un proceso puramente metabélico.

Por otra parte estos valores de referencia seran de dgran
ayuda en el monitoreo de pacientes peditaricos con. Diabetes
Mellitus, gque rigquieren de un control seguro y estricto gque
proporciona la determinacién de HbAlc y gque no lo presenta una
sola determinacién de glucosa en ayunas. Adem&s, el contar con
los wvalores de referencia se dara la pauta a continuar con estu-

dios relacionados al control metabélico.
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