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1.-Objetivos

1.1.-Objetivo General

Reali: una recopilacié bnbhogré.ﬁca con la finalidad de proponer un
texto que permita sel nar nente el método o técnica mis
adecuado para un laboratorio interesado en determinar hemoglobina
glucosilada a su pacientes segun los criterios de precisién velocidad y
costo.

1.2.-Objetivos particulares

1.2.1.-Llevar a cabo una recopilacién bibliografica de los diferentes
métodos para la determinacién de hemoglobina Glucosilada
(GHD).

1.2.2, -Rcahzar la cornparamén técnica y prﬂcnca de los diferentes
tes para la determi ion de hemoglobina
Glucosxlada (GHb).




2.-Generalidades

Durante la pasada década se han producido grandes avances en el diagnéstico y
control de la diabetes. Particularmente, los profesionales clinicos han reconocido
la importancia creciente de las pruebas de laboratorio para establecer el
diagnéstico al determinar ¢l grado de control de la glucemia alterada y asi
evaluar y definir las complicaciones asociadas y los factores de riesgo. Se han
desarrollado también nuevos meétodos para evaluar la glucemia entre los que
destaca la prueba de la hemoglobina Glucosilada (GHb) . Esta prueba
proporciona una compresion mayor del grado de control metabélico de un
pacientc y de esta forma ofrece a los clinicos la oportunidad de diseflar
programas de cuidado mas eficaces.

En este trabajo se persigue principalmente que todos aquellos interesados en el
control de los niveles de glucosa de pacientes afectados por la diabetes mellitus
posean informacién sufici para sel ionar el método de determinacién de
hemoglobina Glucosilada idéneo, que se satisfaga al 100% las necesidades de su
laboratorio, centro de investigacién u hospital en los aspectos de precisién,
sensibilidad, exactitud, automatizacién y costo. Sin embargo antes de iniciar el
tema de instrumentacién es quizd conveniente mencionar algunos aspectos
generales sobre esta enfermedad y algunos datos demograficos que nos ayuden a
entender la importancia de diagnosticar mas rdapido y con mayor precision los
estados y fases de los pacientes afectados.




2.1.-Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es un sindrome heterogéneo que se caracteriza por la
presencia de hiperglucemia, consecuencia de una deficiencia absoluta de insulina
o de una resistencia tisular a su accién. Es un sindrome que implica una serie de
complicaciones metabolicas a largo plazo que afectan la mayor parte de aparatos
y sistemas.s La sintomatologia se relaciona con las anomalias del metabolismo,
que pueden conducir a una amplia variedad de trastornos macrovasculares y
microvasculares Entre las manifestaciones macrovasculares encontramos
miocardiopatias, ataques cerebrovasculares o enfermedades vasculares
periféricas; entre las alteraciones microvasculares encontramos retinopatia,
nefropatia o neuropatia periférica. 2

La falta de control en el metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos, tiene

su origen principal en el caso de 1a diabetes mellitus en defectos originados en el
pancreas,

El Péncreas ; Es una masa irregular de tejido, situada entre el estémago y el
intestino delgado, anatdmicamente consta de tres partes: cabeza, cuerpo y cola.
(Fig. 1). El Péncreas se encuentra en la parte posterior superior del estomago y
sus dimensiones promedio aproximadas son 15 cm de largoy 7 cm de ancho y 5
cm de fondo su funcién principal es ser una glindula de accién endégena y
exégena. Su funcién endégena se refiere a la produccién de dos hormonas
relacionadas con la sintesis de los carbohidratos para la obtencién y
almacenamiento de energia. Estas dos hormonas son el Glucagon y la Insulina.

Dentro de su funcién exdcrina secreta el jugo pancreatico que contiene enzimas
que intervienen en la  hidrolizacién de proteinas, grasas, acidos nucleicos y
carbohidratos. Secreta a nivel endégeno insulina y glucagén que vierte en la

corriente i ¥y son independi del jugo pancreatico que interviene en
1a digestién.

:
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El papel de la insulina es muy importante para el aprovechamiento de los
carbohidratos en la obtencion de energia.

El pancreas es el responsable de poner en circ i6n ala i para que esta
tenga efecto directo sobre otros tejidos y Organos para metabolizar los
carbohidratos. De su buen funcionamiento, sintesis correcta de insulina y
coITecta secreciéon en momento y cantidad depende la presencia o no de los
sintomas caracteristicos de la diabetes mellitus.

La enfermedad resultado del mal funcionamiento del pancreas o de la ausencia

de insulina y en su caso de la presencia pero falta de actividad de insulina se
conoce como diabetes mellitus.
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El glucagon se produce en las células alfa de los islotes de Langerhans y su
funcion principal es el obtener energia a partir del gluc6geno almacenado en el
tejido muscular, mientras que la insulina se produce o sintetiza a partir de las
células Beta de los Islotes de Langerhans y se vierte a torrente sanguineo,
cuando llega a tejidos se une a un receptor celular especifico que esta unido a un
efector que a su vez activa un segundo mensajero su funcién principal es el
transformar a los carbohidratos en glucégeno para servir como materia de
reserva en la produccién de energia. (Fig. 2). La insulina es un polipeptido lineal
de doble cadena unido por 2 puentes de disulfuro y un conector o peptido C.
(Fig. 3)

SINTESIS ——— TRANSPORTE ACCION BIOLOGICA
(PANCREATICA) SANORE (PERIFERICA)
{‘ INSULINA
r————
= -3
EFECTOR ACTIVADO DESACTIVADO

Fig.2 M i de i6n de Ia insulina sobre receptor y segundo
mensajero.a
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En la actualidad se considera que el término tradicional de diabetes mellitus no
se refiere en realidad a una sola enfermedad sino a una familia de sindromes que
tienen como comuin denominador la hiperglucemia y el trastorno metabolico.s

La mayor parte de los casos de diabetes mellitus pueden dividirse en dos tipos:
tipo I o insulino dependiente y tipo II no insulino dependiente. La diabetes tipo
1 se presenta, por lo general durante la infancia o adol ia, si bien su
aparicién puede acontecer a cualquier edad. Los pacientes pueden mostrarse
enfermos de forma aguda en el momento del diagnéstico, con hiperglucemia
grave y otros trastornos metabélicos . Esta  situacién se asocia a defectos
inmunes especificos que se cree son los elementos causales de la destruccioén ,
por medio de un mecanismo autoinmune, de las células beta del pancreas. Los
individuos con diabetes tipo 1 son casi siempre delgados y con tendencia a la
cetosis. Su tratamiento se basa en la administracién de insulina y en terapia
dietética y cjercicio fisico. s La diabetes tipo Il es de mayor frecuencia y se
presenta generalmente avanzada la edad del individuo y se relaciona
principalmente con habitos alimenticios y trastornos metabélicos.

Sm embargo ademsas de los txpos Iyl se pueden agregar a la clasificacion de la

1a denominad onal y la diabetes mellitus secundaria
(intolerancia a la glucosa).l

n




2.1.1.Clasificacién de 1a diabetes mellitus

Diabetes tipo 1

La diabetes mellitus tipo I ( dependiente de insulina ) se caracteriza en general
por un inicio subito de polidipsia, poliuria y polifagia que progresan rapidamente
¥ que pueden desencadenar hasta una cetoacidosis diabética. Se acompaiia de
insulinopenia y dependencia de la aplicacién de insulina para llevar una vida
normal . En la fase inicial de ese tipo de diabetes se puede identificar en algunos
pacientes la presencia de anticuerpos antiinsulina, lo cual sugiere el caricter
i 16gico de la fisop. rin.s

Diabetes tipo II

En general se manifiesta en adultos mayores de 40 afios de edad, es de inicio
insidioso y es frecuente que haya obesidad. Sé6lo eventualmente conduce el
desarrollo de cetoacidosis diabética y puede presentarse como hiperosmolar. Los
pacientes no necesitan insulina exégena para corregir la hiperglucemia ya que
tienen insulina circulante que incluso puede encontrarse en concentraciones
superiores a los valores de referencia. &

Diabetes gestacional

Este término se refiere a la hiperglucemia que se descubre durante el embarazo y
ocurre aproximadamente entre ¢l 2 el 5% de todas las embarazadas,
gencralmente en el segundo y tercer trimestre. Se refiere al surgimiento de
intolerancia a los carbohidratos durante la gestacién y tal anormalidad cesa al
terminar el embarazo aunque algunas de estas pacientes llegan a desarrollar
diabetes mellitus tipo Il en los siguientes 10 aflos. s




"

Diab metlitus in

Esta variedad es rara y se¢ relaciona con defectos en la secrecién pancredtica de
insulina y con interferencias para que gjerza su accién sobre las células efectoras
(Fig. 2). Los defectos e interferencias se pueden agrupar de la manera
siguiente:

a) Destruccién pancreatica en la que se reduce la secrecién de insuline como
ocurre en los casos de pancreatitis, fibrosis quistica, hemocromatosis y
pancreatectomia.

b) Exceso de honnonas “anwgémcas" a la insulina como en la enfermedad de
1oma, feocromocitoma e hipertiroidismo puede

hi: acror
asociarse con diabetes.

¢) Féarmacos de tipo de Lns tuacxdas dxuréncos glucocorticoides y agentes
adrenérgicos pueden o simpl intolerancia a los hidratos de

carbono.

d) Genéticos, existe una variada patologia como es la_mitonia distréfica, la
distrofia muscular, la ataxia y los sindromes de Tumner , Klinefelter. s

13



2.1.2.-Complicaciones de la diabetes

Las complicaciones que puede tener el diabético pueden ser agudas o tardias
donde se reﬁcre especialmente a las lesiones de nivel metabélico y del tipo

ite. s

P

Las complicaciones de tipo agudo se presentan en la diabetes tipo [ y se
presentan cuando ¢l paciente no ha sido controlado debidamente, situacién que
podria llevarlo a un *“shock™ hipoglucemico, coma por hiperglucemia y
cetoacidosis. s

En las comphcm:lones taxdins la h:perglucerma es la alteracién basica para el

est > de las p ione: ya que al haber concentraciones
altas de glucosa se producen una serie de alteraciones bioquimicas en 6rganos
“blanco™ por glucacion. s

Esta glucaci&n conduce a alteracijones en la funcién que se pueden valorar al
registrar la velocidad de conduccién nerviosa o si se mide el indice de filtracién
glomerular. Las alteraciones ﬁ.mcionalcs conducen a lesiones estructurales en

estos tejidos “blanco™, como por ejemplo la d ielizacién de la fibra nerviosa o
la prohferamén muesangm.l y camblos vasculares en la retina. Estas son

nes ¢ mas referidas; neuropatia, retinopatia y
ncfropada.u



Complicaciones de la diabetes pueden clasificarse en: Agudas y Tardias.
COMPLICACIONES AGUDAS

Shock hipoglucemico
Coma hiperglucémico

Cetoacidosis

COMPLICACIONES TARDIAS

Microangiopatia Macr iopatia (arteri
Coronaria Retinopatia

Nefropatia Cerebral

Periférica Neuropatia

0sis)



Es necesario definir por su alta frecuencia dentro de las complicaciones
metabélicas d a la cetoacidosis diabética, misma que se presenta en

pacientes tipo I.

Cetoacidosis diabética

por

La cetoacidosis diabética aparece asociada con la suspensién del tr
insulina 0 a consecuencia de estrés en paci que si tomando ir

La disminucién de las concentraciones de insulina ( con o sin aumento
concomitante de catecolaminas ) causa aumento de la lipélisis y suministra un

miaximo de acidos grasos libres al higado y al haber cc raciones pl Atica:

muy altas de dcidos grasos libres, se satura la via de oxidacion y esterificacién
del hepatocito, lo que conduce a higado graso e hipertrigliceridemia ademas de

cetoacidosis. s

La cetoacidosis es el resultado de la deficiente actividad de la insulina y del
exceso de la actividad de hormonas contraregulatorias, como el glucagon, la
hormona del crecimiento, el cortisol y las catecolaminas. Como resultado de esta
alt i6 la gl ia aumenta, asi la lipdlisis y la gluconeogénesis. La
ondacxén de los lipidos da lugar a los cuerpos cetdnicos que causan la acidosis. a




2.2.-Datos demogrificos de la diabetes mellitus

En 1991 la Secretaria de Salud de México a cargo en ese entonces del Dr. Jesias
Kumate Rodriguez y basado en el ultimo censo de poblacién de este pais
reporté los siguientes datos en el International Diabetes Directory .4

México es un pafs con una poblacién total de 85,593,000 habitantes, y la
prevalencia de diabetes mellitus es:

Pacientes Insulino dependientes: 5 - 10 % del total de los diabéticos.
Pacientes No Insulino dependientes: 85 - 90 % del total de los diabéticos.

Pacientes Insulino dependientes: 0.8 - 1 % de la poblacién total.
Pacientes No Insulino dependientes: 8 - 10 % de la poblacién total.

Esto a grandes rasgos nos indica que para 1991 aproximadamente el 10 % de los
mexicanos sufrian o padecian diabetes mellitus en cualquiera de sus dos
principales tipos.4

El Instituto Mexicano del Seguro Social ( IMSS ) ampara a poco mdis de 40%
de la poblacidn en Meéxico. La mornalidad por diabetes entre los
derechohabientes del IMSS ha aumentado en los ultimos afios. También se ha
observado un incremento en la demanda de hospitalizacién por diabetes que es
casi § veces mayor que el correspondiente a otras enfermedades.:

El naimero de consultas anuales por diabetes dadas por médicos familiares
aumenté de 400,000 a 2,000,000 durante el periodo comprendido entre 1980 y
1989; en el mismo lapso , el numero de consultas por especialidades aumenté
de 52,000 a 280,000 al afo. Durante este periodo, la poblacién amparada por el
IMSS crecié en un 60%, mientras que las consultas por diabetes de primer nivel
(medicina familiar) aumentaron en 341% y por especialidades debido a diabetes
en 438%. En lo que se refiere a mortalidad, la diabetes ha mostrado una
tendencia ascendente en los dos decenios pasados. La contribucion de la
diabetes ha aumentado de 7% del total de las causas de muerte en 1976 a 13%

en 1991.1



Desde Ia perspectiva diagnéstica, se necesitan pruebas especificas que permitan
un diagnéstico mAs preciso, una determinacién del grado de control de la
glucemia alterada y una evaluacién y definicién de las complicaciones asociadas
y de los factores de riesgo. 2

De la situacién que se presenta en la institucidén que atiende a mas del 40% de la
poblacién Mexicana, se desprende la importancia de no sélo implantar un
método certero como la hemoglobina Glucosilada para el control de los
pacientes diabéticos, si no ¢l implementar una metodologia para este ensayo que
permita hacerlo de manera confiable y rapida. La r idad de ionar un
método certero y ademis adecuado a el volumen de demanda de cada centro es
pues de gran importancia, si se pretende atender mejor y a mas Mexicanos.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que exige cuidados médicos
permanentes. Como consecuencia, las pruebas de laboratorio se han convertido,
en los ultimos afios , en elementos de evaluacién y seguimiento. La diabetes
mellitus es una enfermedad muy frecuente que afecta a unos 14 millones de
europeos y a unos 13 millones de norteamericanos, muchos de los cuales no han
sido atin diagnosticados. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estas cifras crecen a una velocidad de 7 % anual. Su prevalencia aumenta con la
edad, y casi la mitad de los casos aparecen en pacientes de mis de 65 aflos.
Pero quizds una cifra que permite valorar aiun mds la importancia de esta
patologia es el hecho de que anualmente 150,000 norteamericanos y 140,000
europeos fallecen como consecuencia directa de la propia enfermedad o de sus
complicaciones.2



2.3.-Diabetes Mellitus y la Economia

La diabetes mellitus no sélo es una enfermedad altamente prevalente, sino
también una enfermedad cuya atencion requiere de grandes gastos a nivel
individual y a nivel mundial. Segun David E. Goldstein s en 1992 tan sélo en los
Estados Unidos de Norte América uno de cada 7 ddélares gastados en Salud

fueron gastados en atencién de pacientes diabéticos principalmente en
complicaciones crénicas de esta enfermedad.s

A nivel mundial la diabetes mellitus es una de las enfermedades crénicas mas
serias y prevalentes. En los Estados Unidos de Norte América se diagnosticaron
para 1992, 7.2 Millones de pacientes que sufrian en menor o mayor grado las
secuelas de esta enfermedad. La productividad de los paises se ve afectada
seriamente cuando tomamos en cuenta datos como el siguiente: En 1992,
47,800 trabajadores fueron permanentemente incapacitados para continuar sus
labores productivas debido a la diabetes mellitus, 48,259 muertes fueron
reportadas y relacionadas directamente a pacientes que sufria diabetes mellitus
mientras que otras 118,678 muertes fueron relacionadas con pacientes que
sufrian este trastorno. Finalmente se agrega en este reporte que la diabetes es la

causa mas comun de la ceguera, falla renal y las amputaciones de piema en
adultos. s

Dadas las estadisticas de la morbilidad y mortalidad, no es sorprendente que el
asperto econdmico cobre importancia pues se estima que los costos directos de
la atencidn a pacientes en los Estados Unidos de Norte América en 1992 fueron

estimados entre 30 y 40 Billones de Délares y los gastos indirectos resultaron
entre 40 y 50 Billones de Délares.s




2.4.-Incidencia y Prevalencia de Diabetes Mellitus

En los ultimos decenios se han observado cambios importantes en el
comportamiento epidemiolégico de la diabetes mellitus en el mundo. Cada vez
resulta mis evidente que existen diferencias geograficas en la prevalencia de la
diabetes y de sus tipos clinicos principales. La diabetes mellitus insulino
dependiente ( DMID ) es mas frecuente en los paises del norte de Europa que
en el resto del mundo, mientras que su frecuencia es muy baja en los paises
asisticos. En algunas areas geograficas se han observado, durante periodos
definidos, un aumento en la incidencia de este tipo de diabetes. 1

La diabetes tipo II se presenta generalmente en individuos de mayor edad y se
asocia con frecuencia a obesidad ( en estos sujetos la pérdida de peso puede por
si sola mejorar e incluso normalizar los niveles plasmiticos de glucosa ). Los
P con diab tipo II no presenta habitualmente tendencia la

idosis, a pciodn de fases activas de la enfermedad o a situaciones de

estrés. 1
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2.5.-Tratamiento, Control y Diagnéstico de la diabetes mellitus

Tratamiento, control y diagndstico no pueden ser considerados por separados en
esta enfermedad pues el control implica tratamiento terapéutico y dietético,
ademads de un seguimiento en el cambio de los niveles glucémicos de los
pacientes mismo que precisa de métodos altamente confiables para la mejor
valoracién.

Tratamiento de la diabetes mellitus
El tratamiento puede incluir inyecciones de insulina o sustancias orales que

disminuyen los niveles pl aticos de gl (hipoglt i orales), asf
como terapia dietética , reduccién de peso y ejercicio fisico. 2

La utilizacién de inyecciones de insulina sintética o natural es en realidad un
tratamiento de sustitucién por la ausencia o falta de accién de la insulina propia
del paciente.

La insulina se encuentra disponible para los pacientes diabéticos en tres formas
principales: Actividad rapida, intermedia y lenta o prolongada.

Control y Diagnéstico de ia diabetes mellitus.

El control y diagnéstico de esta enfermedad se encuentran vinculados entre la
dieta adecuada a estos pacientes y la constante revisién de los niveles de glucosa
en sangre presentes en ¢l paciente.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que requiere cuidado médico
[~ Como cc ia de esta situacién su diagnéstico con pruebas de
laboratorio se ha convertido en un aspecto importante en el cuidado, evaluacién,
manejo y control de esta enfermedad. Pruebas especificas se requieren para
establecer el diagnéstico, determinar el grado de alteracién en el control
glucémico y para definir y asociar las complicaciones de los factores de riesgo de
esta enfermedad. 7

El realizar pruebas diagnodsticas para la evaluacién del paciente diabético da al
meédico mayor informacién sobre la terapia a seguir a corto plazo y disminuye la
posibilidad de compli ione: lares en corto tiempo.7
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La recomendacion de la Organizacién Mundial de la Salud sobre cuales y que
tan frecuentemente deben ser las pruebas de laboratorio que se realice un
paciente diabético en un afio se basan en los standards recomendados por la
Asociacién Americana de diabetes y estos son:

- Glucosa plasmadtica en ayuno; su utilidad es evaluar el control glicémico en
ia diabetes tipo II.
2.~ Glucosa plasmatica de toma aleatoria; puede ser obtenida en pacientes no
diagnosticados y que hasta el momento no presentan sintomas para propésitos
de diagndstico. Puede ser usada también para comparar valores obtenidos de
metodologias caseras de auto control.
3.~ GHb ( hemoglobina glucosilada ); Esta prueba debera ser utilizada dos veces
al afio en todos los pacientes y hasta cuatro veces en pacientes tratados con
insulina y a aquellos de bajo control metabélico.

4.- Perfil de lipidos en Ayuno; uno cada afio en adultos y dos cada afio para
infantes.
5.- Creatinina en suero; en adulitos o sf se presenta proteinuria.

- Uridnalisis ; debe realizarse anualmente y verificar presencia de cetonas ,
glucosa y proteinas .después de que el diagnéstico de la diabetes tenga 5 afios o
después de la pubertad. La excrecién total urinaria de proteinas debera realizarse
anualmente por medio de un método de Microalbuminuria.

7.~ Cultivo urinario; sélo sf el examen microscépico es anormal o si se presentan
sintomas.

8.- Pruebas de funcién Tiroidea; T4 y TSH.

- EGO; examen general de orina, solo en adultos.7
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Existe también la referencia de utilizar como perfil de pruebas de laboratorio en
el diagnéstico de la diabetes las pruebas por separado de Microalbumina para la
evaluacién del funcionamiento renal y la realizacién de la prueba de
Fructosamina.s

Fructosamina

Genéricamente se denominan asi las concentraciones de albamina y otras
proteinas séricas glucosiladas. Estas proteinas séricas tienen una vida
relativamente corta de aproximadamente una a dos semanas y la concentracién
media de glucemia sélo puede valorarse durante un periodo mas corto.s

Sin embargo la caracteristica principal de la diabetes mellitus es la hiperglicemia
presente en todos los pacientes, por tanto el evaluar la concentracién en suero
de la glucosa es la prueba principal para descartar si un individuo sufre o no de
esta enfermedad y también es importante para conocer si este individuo leva un
control adecuado de su metabolismo en la ingesta de carbohidratos y control de
ia misma enfernedad.

Diferentes alternativas para la 1] i6n de la i:

Existen diversas pruebas clinicas de evaluar el grado de glucemia presente en un
paciente. Cuando se utilizan adecuadamente juegan un papel critico en la
determinacién del grado del control realizado por el plan de tratamiento
asignado a cada paciente.

Las pruebas diagnésticas de glucosa para i diabéticos se pueden agrupar
segiin el tipo de muestra que utilizan:

Suero o Plasma H
Sangre Total i
Orina




Pruebas de Glucosa en Orina

El papel de las pruebas de glucosa en orina ha decrecido en afios recientes. Los
ensayos de glucosa en orina pueden potencialmente ofrecer resultados erréneos
por las variaciones de la conducta renal y porque las pruebas en orina no
pueden d hipogli ia, en cc icia pruebas en suero son necesarias
para confirmnacién. Las pruebas de orina son itiles en la determinacién de
niveles de cetonas misma que es una parte importante en el manejo de la

diabetes.s

Pruebas de Glucosa en Suero

Este tipo de prucbas son las mas utilizadas para la determinacién de glucosa, las
modemas técnicas enzimiticas ofrecen resultados rapidos , confiables y exactos .
Existen un gran nimero de estos métodos incluyendo el de la glucosa en sangre
en ayuno, la prueba aleatoria de glucosa en sangre y el de la tolerancia oral a la
glucosa.

Pruebas de Glucosa en Sangre total

Las determinaciones en sangre total generalmente son pruebas rapidas y son
consideradas sélo para el control personal de los pacientes, sin embargo existen
programas de salud institucionales que recurren al uso de este tipo de muestra al
tener que revisar a grandes grupos de individuos en el afin de distinguir
porcentajes de incidencia de la diabetes.

La glucosa en suero en ayuno frecuentemente utilizada en el diagnéstico de
pacientes asintiomiticos, es el método 6ptimo para el control de pacientes con
diabetes tipo 1.

Por mucho tiempo el standard de referencia para el diagnéstico de la diabetes
fue la prueba de tolerancia oral a la glucosa: sin embargo esta prucba es
inconveniente para los pacientes que ya han desarrollado la enfermedad pues
puede provocar un choque hiperglucémico, por lo que ya no es utilizada en la
actualidad.
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También se pueden clasificar por su capacidad de entregar un resuitado de
concentracién exacto o de interpretacién de rango en:

. Cuantitativas
Semi cuantitativas

O por el grado de automatizacién e instrumentacién que involucran en:

Manuales
Semi automatizadas
Automatizadas

Finalmente por ¢l tipo de principio quimico o fisico que utilizan :

Hexocinasa
Glucosa oxidasa
Conduccién eléctrica

La determinacion en suero de glucosa que utiliza tiras de papel impregnadas de
glucosa - oxidasa es extremadamente titil para el autocontrol de pacientes a
pesar de ser necesario pruebas de laboratorio de tiempo en tiempo para verificar
la precisién de este control casero.?

Las pruebas realizadas en el control de estos pacientes pueden variar desde
métodos que utilizan tiras reactivas impregnadas de glucosa oxidasa, de
interpretacién semi cuantitativa hasta técni que impli 1a utilizacién de auto
analizadores que realizan lecturas espectro-fotométricas con diferentes
metodolégias enzimidticas o de punto final. Sin embargo la principal diferencia es
la utilizacién de programas de control de calidad que garantizan la fiabilidad y

confianza de estos resultados.

La concentracién de glucosa en suero fluctia a lo largo del tiempo. La pruebas
de glucosa en suero proveen sélo un pequefio momento del estado de Ia
glucemia por lo tanto las pruebas de glucosa en sangre, suero o plasma tnicas o
muy espaciadas en tiempo, no son ttiles en el control a largo plazo de la

glucosa.
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Finalmente con la introduccién del ensayo de hemoglobina Glucosilada (GHb) a
principios de los aflos ochenta se obtuvo un ensayo que brindarfa informacién
sobre el nivel glucémico de un paciente a largo plazo e informacién valida no
sélo en ese momento.




3.-Hemoglobina Glucosilada

Se ha mencionado que la vida media de las células rojas o eritrocitos, es de
aproximadamente 120 dias ¥ que se originan en la médula del hueso. La cantidad
de eritrocitos que se producen diariamente es aproximadamente igual a la
cantidad de eritrocitos que se retiran de circulacién por parte del higado y el
bazo por lo que la cantidad de eritrocitos en una persona en cualquier momento
es casi siempre la misma. Debido a la constante produccién de eritrocitos, la
cantidad de los recién producidos iguala al numero de células que solo tienen
dos dias de antiglledad, iguala también al nimero de células que tienen tres dias
de antigliedad y asf sucesivamente por lo que la edad promedio de los eritrocitos
de una persona en cualquier momento es de 60 dias. 12

La funcién principal de la hemoglobina es transportar los gases de la
respiracién, mientras que los eritrocitos a su vez tienen como funcién transportar
a la hemoglobina. La hemoglobina tiene como peso molecular 68,000 daitons;
comprende 4 cadenas de amino acidos . cada una unida a un componente hemo.
Son "las moléculas del grupo hemo las que le imparten al eritrocito la
caracteristica de color rojo. La molécula de la hemoglobina se encuentra

ial or| izad como otras proteinas en diferentes niveles
estructurales de uniones moleculares. Un eritrocito maduro o adulto contendra
en su interior alrededor de 640 millones de tetrameros de hemoglobina. ¢

La estructura primaria de la hemoglobina consiste en una secuencia lineal de
amino &cidos, unida por uniones covalentes, componiendo asi las cadenas
polipeptidicas. Las cadenas polipeptidicas forman una hélice ( estructura
secundaria ) que se mantiene por puentes de hidrogeno entre grupos Carbonilo
(C=0) y Amida (N-H) de ciertos péptidos. La hélice se dobla en una forma
compacta, rugosa y esférica ( estructura terciaria ), la cual se mantiene gracias a
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrogeno y puentes de sales. La
estructura terciaria es un mondmero consistente en una cadena globina y un
grupo hemo. En esta estructura los amino #cidos polarizados se encuentran en la
cara exterior, mientras que los no polares se encuentran en el interior.



Esta carga eléctrica en la superficic es una caracteristica importante para la
identificacién de diferentes tipos de hemoglobinas. La estructura terciaria puede
sufrir agregaciones (estructura cuaternaria) : dos cadenas forman un dimero y
cuatro cadenas forman un tetrdmero. La hemoglobina en su forma funcional es
un tetrarnero consistente de dos pares de esferas hemo - globina.s (Fig.4 y 5).

sitio de unién de
di fosfo
glicerato

Sito de -

unién del

oxigeno

Cadena
globina
Grupo
hemo
Fig4 Esquema del Tetrdmero de la h globina; dek dtico del

arreglo monomérico y los sitios de unién de ia hemoglobina. 9‘
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£ Grupo Hemo

Globina

Fig.5 Esquema de Ia estructura terciaria de h lobi

esquemitico del arregio monomeérico. s
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Cada célula roja empieza su vida sin hemoglobina glucosilada, el proceso de
adicién de la glucosa a la hemoglobina, comienza cuando la glucosa traspasa la
membrana celular del eritrocito y la glucosa por un choque fisico se une a uno
de los tetrameros de la hemoglobina la formacién de la hemoglobina glucosilada
como tal ocurre en dos pasos (Fig. 6) :

1.- El azucar circulante en la sangre pasa través de la pared celular del eritrocito
Yy reacciona con la hemoglobina .

En este primer paso la unién el aziucar a la hemoglobina ocurre rdpidamente y
esta unién azticar - hemoglobina es reversible por lo que si la concentracién de
aziicar decrece la unién reversible se rompe facilmente .

El producto del primer paso es un intermediario conocido por los nombres; base
de Schiff, fraccion 1abil, pre-Alc o Aldiminai2

El paso numero uno es dependiente de la cantidad de glucosa en un momento
particular. Si la concentracién de glucosa decrece la unidn reversible de la base
de Schiff se rompera formando hemoglobina y azicar. Si en los siguientes
préximos minutos la concentracion de glucosa se incrementa s¢ formarid mas
base de Shiff.12

2.~ La base de Schiff lentamente se rearreglara molecularmente para formar una
unién irreversible este producto es la hemoglobina glucosilada .12

Si las altas concentraciones de glucosa persisten, la doble unién de la almidina,
que es sumamente inestable, se arregla a través de una reacciéon de transposicién
lenta ( rearreglo de Amadori ) formandose un complejo glucosa - proteina de
tipo cetoamina estable que ya no se descompone y que subsiste durante la vida
de la proteina y sélo desaparece por degradacion.ia

La primera reaccién ocurre in vivo en minutos a horas. La segunda en cambio,
en una reaccién que ocurre muy | endias a 3

30



R-NH2 + HC= O HC=N-R H:CN-R
| |
HCOH HCOH C=

| ] Arreglo do Amadori |
HCOH > H COH — HC OH

| I |
HCOH H COH HCOH

| | |
HCOH HCOH HCOH

| | |

CH:20H CH:20H CH20H
. Rapida Lenta

Hemoglobina + Glucosa > Pre AIC —» HbA1C
Aldimina Cetoamina

Base de Schiff

Fig. 6 Adicién de la alah lobi para formar ia base de
Schiff ¥ mediante el re.n'eglo de Am-dori formar la hemoglobina
glucosilada.:
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3.1.-Formaci6én de HbA1 en eritrocitos.

Se¢ ha mencionado hasta el momento la importancia clinica de la hemoglobina
glucosilada en el diagnéstico y control de los pacientes diabéticos, pero es
también importante mencionar algunos aspectos de su origen y sintesis asf como
los principales variantes encontrados en esta glucoproteina.

En 1955 Kunkel y Walennius separaron la hemoglobina humana en tres
fracciones y de acuerdo a su velocidad de migracién en un plato electroforético
denominaron a la fracciones obtenidas de la manera siguiente:

- Fraccién mayor o lenta (HbAO)
- Fraccién rdapida (HbA2)
- Fraccion mas rapida (HbA1)

Las fracciones HbAl y HbA2 se conocen desde entonces como hemoglobinas
rapidas terminologia utilizada hasta la actualidad .

Kunkel también observo que a un pH neutro las fracciones tenian carga positiva
por lo que al ser colocada en un campo eléctrico se desplazaba hacia el dnodo
con mayor rapidez que la HbA.

La hemoglobina glucosilada fue observada por primera vez por Allen y Cols en
1958 10. Cuando buscaban los componentes heterogéncos de la oxihemoglobina
por Cromatografia . Observaron que existia un componente menor qQue ocupaba
cerca del 10% de la hemoglobina total, al cromatografiar nuevamente la zona
Al, vieron otras tres zonas, las cuales denominaron por su orden de elucién
como HbAla, HbAlb y HbAlc, mismas que se encontraban en proporciones de
1:1 :4.10 Sin embargo se conoce que la fraccion HbAla, se puede separar a
la vez en subfracciones como la HbAlal y la HbAla2 .

Otros cientificos han descubierto fracciones adicionales de la hemoglobina A y
nombraron a estas fracciones ; HbAld y HbAle de las cuales se desconoce los
sitios en los cuales se una el azicar para formar hemoglobina glucosilada.i2
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Es importante sefialar que los carbohidratos que se unen a la hemoglobina son la
fructuosa 1,6 - difosfato, la glucosa 6 - fosfato y la glucosa, aunque en términos
generales se hable de glucosa.is

La hemoglobina A puede glucosilarse en diferentes sitios (Fig.7): la hemoglobina
A se compone de cuatro cadenas de globinas, dos de las cadenas se conocen
como cadenas alfa y las otras dos como cadenas beta, los aziicares se pueden
unir a cualquiera de las cadenas de globinas en diferentes sitios principalmente
en los grupos N terminales de las cad alfa y beta o en residuos de lisina en
una de las cadenas .

En forma general la Hb esta unida a glucosa en la valina NH2 terminal de las
cadenas beta de manera predominante.

Subunidad de Estructura de la Residuo de Contenido de la
hemoglobina subunidad Carbohidrato Subunidad
Hb A0 Alfa 2 Beta 2 ~m——— > 90%
Hb A2 Alfa 2 Delta2 <1.5%
HbF Alfa2 Gamma2 = - - <0.8%
Alal Alfa ( Beta-F-D-P)2  Fructosa 1,6 <1.0%
Difosfato
Ala2 Alfa ( Beta-G-6-P)2 Glucosa 6 < 1.0%
Hb fosfato
Alb ? <1.0%
?
Alc Alfa 2 (Beta-G )2 Glucosa 4-6%
Ald ? trazas
?
Ale ? trazas
?

Fig.7 Tabla de los diferentes sitios de uniém de la hemoglobina a los
azicares.a7
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De un cormrimiento en gel de Agarosa de un procedimiento de electroforesis
podemos observar las s:guxentes bandas al correspondientes a una muestra de
gr da de un p e sano o normal al querer observar los

ipales de la hemoglobina 23:

FRACCION %

Ao 90.00

Az 2.00

F < 1.00

Alc 4.00

Alb 1.00

Ala2 < 1.00

Alal < 1.00

Sc refiere como GHDb a la seric de compo: es de la hemoglobi

HbAO que se han unido a diferentes azucares y son conocidas colectivamente
como HbAIl o hemoglobina rapida.2

Sus comp es princi; por tanto son:

- HbAla
- Hb Alb
- HbAlc

Y el componente mis importante de la HbAl con respecto al manejo de la

diabetes es el HbAlc en el que el azacar de la glucosa se adhiere. Los resultados
de la GHb se reportan como porcentajes de la hemoglobina total.2
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3.2.-Importancia Clinica de la h e gl ilada.

En 1968 Rahabar observé por primera vez que la hemoglobina glucosilada
(GHb) en p con diab mellitus e individuos sanos diferia en
concentracion, advirtié que la concentracién o valor de esta fraccién proteica
(Acl) se encuentra elevada de dos a tres veces en individuos diabéticos con
respecto a los valores de los individuos sanos (Fig. 7). Esta fraccién se clasificé
posteriormente como una glucoproteina formada por la reaccion entre la glucosa

y la hemoglobina ( HbA).2

En individuos normales el 90% de la hemoglobina es HbAo, de la cual del 4 al 8
% sufre modificaciones traslacionales en su estructura, al unirse a algunos
carbohidratos. A este complejo se la conoce como hemoglobina glucosilada y se
cuantifica en el laboratorio como porcentaje de la hemoglobina glucosilada
(¥%GHb)z

La glucolizacion de la hemoglobina ocurre de manera constante en las células
rojas de la sangre o eritrocitos a lo largo de la vida media de estas células,
puesto que esta reaccién es no enzimitica e irreversible, la concentracién de
hemoglobina glucosilada ( GHb ) en una célula refleja clinicamente el promedio
de los niveles de glucosa en sangre durante la vida de esta célula, por tanto los
niveles de hemoglobina glucosilada (GHb) en la muestra de sangre hemolizada
de un paciente reflejaran los niveles promedio de glucosa de los dos a tres
meses anteriores a diferencia de la cuantificacién de glucosa en sangre bajo el
método tradicional que sdlo indicara el valor de ese preciso momento.zs (Fig.
8).

El porcentaje de hemoglobina glucosilada refleja las concentraciones de glucosa
en los 2 a 3 meses previos. Por lo que es ampliamente aceptada como un
indicador de largo tiempo en el control del diabético, sin embargo existe la
posibilidad de encontrar la combi idn en ientes de diabetes y variantes en
hemoglobina mismas que poseen la capacidad de glucosilarse y formar entonces
variantes propias de hemoglobina glucosilada. Estas tendran que ser
cuantificadas para un correcto control de estos pacientes. Las variantes mas
comunes son: HbF, HbS, HbC y HbE ( variantes estructurales genéticamente
determinadas en la estructura primaria ) todas ellas variaciones o mutaciones de
la cadena beta de la hemoglobina HbAO. Este es uno de los aspectos mis
importantes en la cuantificacién de la hemoglobina glucosilada.i
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CONTENIDO DE HbA1

25
. SANO ..
- —-—
20r ',.,_/ DIABETICO
T
sk P
10} .__,,.-.——o/"
i s -'/
* ,4'—.—'—""."-—”.——
°

10 20 30 40 S0 60 70 BO 90 100 110 120
. VIDA DEL ERITROCITO ( DIAS )

Fig. 8 Formacién de HbA1l con respecto al tiempo de vida de eritrocitos
sanos Y eritrocitos de pacientes diabéticos.s

La cantidad de hemoglobina glucosilada ( GHb ) que se formard en las células
rojas de la sangre es directamente relacionada con la concentracién de glucosa y

su formacién no es afectada por pequefios incrementos o decrementos en la
concentracién de glucosa en sangre.zs

El porcentaje de hemoglobina glucosilada ( %GHD ) en la sangre de un paciente
refleja la concentracién promedio a largo tiempo de glucosa en sangre. (2 a 3
meses ). Esta prueba es una medida global en el control diabético, puede ser
usada para distinguir pacientes diabéticos de individuos sanos y para controlar
los valores promedio de los niveles de glucosa en sangre de pacientes
diabeéticos.z (Fig. 9).
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%GHbDb vs Conc. de Glucosa piasmitica

-~ ~g 22 28908

Tiempo { diss )

Serie 1 Concentracién plasmitica de glucosa
Serie 2 GHb con respecto al tiempo.

Fig. 9 Tabla comparativa de la conducta de In concentracién de glucosa
plismatica vs YaGHb a lo largo del tiempo.s

Las prucba de hemoglobina glucosilada cuantifica la cantidad de hemoglobina
que tiene adherida azicar, ofrece un objetivo indice retrospectivo del nivel
promedio de glucosa en sangre en los meses precedentes (1 a 3). Sin embargo
esta prueba complementa las pruebas de rutina del control diario hecho en casa
por los pacientes diabéticos con pruebas de sangre u orina. La GHb es
especialmente valiosa porque los valores de la prueba pueden ser relacionados
con promedios especificos de niveles de azicar en sangre.s

Esta especificidad permite a los médicos ayudar a sus pacientes a establecer
mewas diarias de cuidado en la dieta. Los resultados pueden diferir
considerablemente de la historia medica o de los registros de niveles de

concentracién de glucosa en sangre Yy ayudar a aquellos pacientes que han
tenido dificultades en controlar su diabetes.2
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En los ultimos afios se ha incorporado el uso de otro ensayo auxiliar a la
hemoglobina glucosilada en el control del paciente diabético este ensayo es la
Fructosamina.s

Fru ina: Genéri ente se denominan as{ las concentraciones de albimina
Yy otras proteinas séricas gh iladas por consiguiente, con la determinacién de
fructosamina se comprueba la concentracién de las proteinas glucosiladas.s

Las albaminas constituyen el componente principal de las proteinas séricas, se
glucosilan rdpidamente y tienen una vida relativamente corta. Al contrario de la
hemoglobina glucosilada que se forma sélo lentamente y que refleja por ello

bios en la glh media a largo plazo, la concentracién alterada de

fructosamina indica mas rapidamente una concentracién media alterada de
glucemia. s

Debido a la vida relativamente corta de estas proteinas séricas la concentracién
media de la glucemia sdlo puede valorarse durante un periodo mas corto de
aproximadamente 1 a 2 semanas retrospectivamente. Al contrario de la
hemoglobina glucosilada que es considerada como ** memoria a largo plazo™ de
glucemm ya que rcﬂeja el nivel medio de la glucemia de las 4 a 6 semanas

la fructc puede caracterizarse como ** memoria a corto plazo ™
de 1a glucemia. s

La determinacién a corto plazo de la fructosamina es ventajosa cuando es

necesario comprobar cambios de Ia situacion metabdlica que se producen a
corto plazo. s
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La relacién de los resultados de hemoglobina glucosilada y los niveles pr di
de glucosa segun la revista Diabetes Care vol 7 No. 6 Nov - Dec 1984 indican
que cada cambio de 1% en GHb refleja un cambio en la concentracién media de
glucosa en sangre de 24 a 35 mg/dlas

Sin embargo David E. Golstein en su articulo Measurement of Glycosylated
hemoglobin, High performancer Liquid Chromatographic and Thiobarbituric
Colorimetric Method indica que un cambio de 1% en la hemoglobina
glucosilada significa un cambio en la concentracién media de la glucosa en
sangre de 30 a 35 mg/dlis

La mejor interpretacién grafica de la relacion de Y%HbA1C y la concentracién
plasmatica de glucosa se encuentra en los trabajos de David E. Goldstein de la
Universidad de Missouri Columbia y su relacién se expresa en la grafica utilizada
para el manejo de sus pacientes.(Fig.10)
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Rogistro Mensual de Hemoglobina glucosiade ( % HbA1c).

Giucoss
Control Promedic
Sangre % HbAtc
360 14
- 330 13
8 200 12
< 270 11
—— 240 10
'B: 210 [:]
A 180
o 1650
i 120
a
2 w0
vy

Fig.10 Grifico del registro utilizado por el Dr. David Goldstein de Ia
Universidad de Missouri en Columbia, para determinar el promedio de
glucoss en sangre a partir de un resuitado de % de Alc estandarizado.i
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4.-Métodos de cuantificaciéon

En 1968 Rahabar observé por primera vez que la hemoglobina glucosilada
(GHb) en p con di mellitus e individuos sanos diferia en
concentracién, advu'né que la concentracién o valor de esta fraccién proteica
(Acl) se encuentra elevada de dos a tres veces en individuos diabéticos con
respecto a los valores de los individuos sanos. Esta fraccién se clasificé
posteriormente como una glucoproteina forrnada por la reaccién entre la glucosa

¥y la hemoglobina ( HbA).2

Desde ese aflo la incorporacién y uso de metodologias capaces de determinar el
% de GHb es cada vez mis frecuente y de hecho el ensayo ha pasado a ser una
de las pruebas recomendadas por la OMS a ser realizada en pacientes diabéticos
por lo menos 2 veces al ailo.

Los métodos mds comunes de cuantificacién de hemoglobina glucosilada en el
laboratorio clinico se han clasificado en tres grupos principales:

1 Métodos de Afinidad
11 Métodos de Inmuno Ensayo
III Meétodos por Separacién de Carga

Todos estos métodos tienen como objetivo cuantificar la hemoglobina
glucosilada pr en una a, sOlo que cada uno de ellos detecta o
cuantifica de diferente forma diferentes fracciones o grupos especificos de la
hemoglobina que es capaz de unirse a glucosa . De esta simple diferencia surge
la necesidad de realizar una comparacién entre los métodos existentes hasta el
momento para poder discernir en que momento, tipo de muestra y condiciones
un método es mas Wtil a un laboratorio o investigador.

41



4.1.-Métodos por Afinidad

La caracteristica principal de los métodos por Afinidad es que todos los métodos
miden todas las hemoglobinas glucosiladas en la muestra, es decir la
hemoglobina glucosilada total.17.18.19

Todos los métodos de Afinidad miden en global la HbA glucosilada, la HbF
glucosilada, la HbS, la HbC gh ilada, la HbE gl ilada y cualquier otra
variante de hemoglobina capaz de glucosilarse. Los resultados de estos
métodos generalmente se reportan como % de GHb. (Fig. 12)

lu. i X 100 = % de GHb en la muestra.
hemoglobina total

Todos los métodos de Afinidad coinciden en ser métodos por Afinidad a

Boronatos por esta razén son denominados usualmente como métodos de
Afinidad por Boronatos (Fig.9).

Los Boronatos tienen una fuerte afinidad por los azticares en la hemoglobina
glucosilada, por lo que se unen a la hemoglobina glucosilada y todas aquellas
hemoglobinas no glucosiladas se retiran mediante lavados. Posteriormente una
solucién de Sorbitol (azucar) se adiciona y los Boronatos que tienen una mayor
afinidad por el Sorbitol se unen al Sorbitol y liberan a las moléculas de
hemoglobina glucosilada cuya concentracién podra ser leida segin ¢l método
utilizado y comparada frente a una lectura de la hemoglobma totnl de 1a muestra
para determinar el % que repr la bina gl ilada de Ia
hemoglobina total.ai7.is.19 (Fig. 11).
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Los métodos de Afinidad se pueden agrupar de Ia siguiente manera :

METODOS DE AFINIDAD

CROMATOGRAFIA DE ALTA MINI O MICRO COLUMNAS
RESOLUCION POR AFINIDAD

Fig.12 Clasificacién de los métodos de cuantificacién de la hemoglobina i
] ilada por dio del principio de afinidad.




de Afinidad

4.1.1.-Cr grafia de Col

Principio

Los Boronatos empacados y unidos a una resina de celulosa insoluble en este
tipo de columna, tienen una fuerte afinidad por los aziucares en la hemoglobina
glucosilada por lo que al depositarse una muestra de hemolisado en la columna
los boronatos se unen a la hemoglobina glucosilada de la muestra y todas
aquellas hemoglobinas no glucosiladas se retiran mediante lavados.
Posteriormente una solucién de Sorbitol ( aziucar ) por la que los boronatos
tienen mayor afinidad, se adiciona y la hemoglobina glucosilada se libera y eluye
por la columna, su absorbancia podra ser leida segun el método utilizado y
comparada frente a una lectura total de la hemoglobina de la muestra para
determinar el % que representa la hemoglobina glucosilada de la hemoglobina

total de la muestra.17,18.19

El hemolisado se afiade o inyecta a la columna empacada de resina de
Boronatos y todas las hemoglobinas no glucosiladas pasan a través de la
columna sin ser retenidas por la resina y son colectadas ( fraccién no
glucosilada ), mientras que todas las hemoglobinas glucosiladas se unen a los
Boronatos presentes en la columna, luego se ailade o inyecta una solucién de
Sorbitol, lo que provoca que se liberen las hemoglobinas glucosiladas presentes
en la columna y el sorbitol se fije a los Boronatos de la columna. Las
hemoglobinas glucosiladas eluyen a través de la columna y se colectan, estaes la

fraccidn glucosilada de la muestra. i17.18.19
La Cromatografia de Columnas de Afinidad reine dos grupos de métodos
similares:

a) la Cromatografia liquida de alta resolucién por columnas de Afinidad
b) las mini o micro columnas de afinidad.

Los dos grupos miden la hemoglobina total y la reportan como % de GHb.
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Ventajas:

Sus resultados no se ven afectados por la presencia de variantes de

hemoglobina.

No son ibles a bios de p ura ni pH.

No sufren interferencia por parte de la fraccién labial o base de Schiff’
17,1819

Desventajas:

La muestra debe ser lisada antes de procesarse

Precisan de un intenso manejo y cuidado en el proceso.
17.18,19




4.1.1.1.-Mini 0 Mic de A

Principio

Dentro de una Columna plistica de pequeiio tamailo de lo que recibe el nombre
de Mini o de aiin menor tamafio Micro se empaca una de resina celulosa con
boronatos la cual tiene una fuerte afinidad por los aziicares de la hemoglobina
glucosilada, por lo que al depositarse una muestra de hemolisado en la columna
los boronatos se unen a la hemoglobina glucosilada de la muestra y todas
aquellas hemoglobinas no glucosiladas se retiran mediante lavados de un buffer.
Posteriormente una solucién de Sorbitol ( azicar ) por la que los boronatos
tienen mayor afinidad. se adiciona y la hemoglobina glucosilada se libera y
eluye por la columna su absorbancia podra ser leida segiin el método utilizado y
comparada frente a una lectura total de la hemoglobina de la muestra para
determinar el % que representa la hemoglobina glucosilada de la hemoglobina
total de la muestra.17.18.19

Procedimiento

El hemwolisado se afiade a la columna empacada con una resina de Boronatos,
todas Ias hemoglobinas no glucosiladas pasan a través de la columna sin ser

r Nno cc una azucar unida a su molécula ( fracciébn no
glucosﬂada ). Toda la hemoglobina glucosilada con cualquier aziicar se une a la
resina de Boronatos de la columna, a continuacién se aflade una solucién de
Sorbitol por el que la resina tiene una mayor afinidad , lo que provoca que se
liberen todas las hemoglobinas glucosiladas que se habfan retenido en la columna
eluyendo en su totalidad para ser colectada y reconocerse como la fraccion
glucosilada de la muestra. 171819
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Se utiliza cualquier espectrofotémetro para realizar la lectura de absorbancia
tanto de la fraccidén no glucosilada como de la fraccién glucosilada a una
longitud de onda de 415 nm para realizar el calculo del % de hemoglobina
glucosilada de la siguiente manera:

Absorbancia de la fraccidn glucosilada
x 100 = 9% GHb

Absortancia de la fraccyn glucosilads + absorbancia de 1a fraccién 0o glucosdads

Ventajas

No reciben interferencia de hemoglobinas anormales o variantes de
hemoglobina.

No reciben interferencia de cambios de pH o Temperatura.

No reciben interferencia de la fraccién labil de la hemoglobina.

Se refieren como relativamente bajos en costo. 17,1819

Desventajas

Altamente manuales.

Reciben interferencias de muestras lipémicas, las cuales requieren de un
tratamiento especial ( lavado de eritrocitos previo a correr ¢l ensayo ).
Los resultados que se reportan son solo % de GHb so| ¥y tipi

se convierte a % de Alc estandariazado segin el método de referencia.
Experiencia técnica requerida para procesar muestras.

Cilculos manuales y falta de reporte impreso.
17.18,19
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4.1.1.2.-Cr afia L de Alta R i6n por de A

Principio

Como todos los métodos de afinidad es también un método basado en la
afinidad de los grupos Boronatos por los azucares presentes en la muestra a
analizar, como todos los métodos de afinidad mide todos los aziicares presentes
en la muestra y sus resultados se expresan como %GHb.32

Existe la referencia de un fabricante de este tipo de metodologia ( Primus ).
quien ha desarrollado un método de columna de Cromatografia de Alta
Resesolucién por afinidad. La columna desarrollada por Primus es una columna
empacada de grupos Boronatos.

El sistermna utilizado en este método es similar al utilizado en la Cromatografia
Liquida de Alta resolucién de Intercambio Iénico con excepcién de que el
método de intercambio I6nico es capaz de separar en fracciones a los
componente de la GHb y el método de afinidad s6lo cuantifica la cantidad o
porcentaje de GHb.

La Cromatografia Liquida de Alta resolucidn es una metodologia Semi-
automatizada, esto debido a que la muestra en si requiere de ser preparada fuera
del sistema (hemolisar ), a pesar de existir autocargadores capaces de inyectar
cada muestra al sistema aun se requiere de procesamiento manual por parte del
operador .32
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Procedimiento

El sistema utiliza una columna empacada con grupos Boronatos unidos a una
resina insoluble de celulosa, la cual es reutilizable después de lavarse por cada
muestra corrida en el esta col 1a se utiliza para separar las
hemoglobinas No glucosiladas de las hemoglobinas glucosiladas presentes en la
muestra. La resina como fase sélida del sistema tiene la capacidad de retener a
las hemoglobinas glucosiladas de las muestras debido a la fuerte afinidad de los
grupos Boronatos por los aziicares presentes en la muestra y no retiene al resto
de las hemoglobinas, las cuales cluyen en un tiempo determinado,
posteriormente, el sistema inyecta a la columna una solucién de Sorbitol por lo
que la resina empacada en la columna tiene mayor afinidad y la o las
hemoglobinas glucosiladas eluyen a través de la columna en un tiempo
determinado, el tiempo de retencién y las mediciones de espectrofotométricas de
absorbancia determinan la relacién porcentual entre las hemoglobinas
glucosiladas y las no glucosiladas. Esta relacién es expresada por el sistema

como % GHb. 32

Ventajas

No sufre interferencia de variantes de la hemoglobina.
No interfieren cambios de temperatura o pH.
No existe interferencia de la fraccién Iabil. 32

Desventajas

Los resultados sdlo pueden ser reportados en %GHb.
Existen | pocos s1stemas disponibles en el xncrcado cou esta metodologia.
i 7 para la medicién de hemoglobina

Esun do
glucosilada. 32
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4.1.2.-Captura I6nica

Principio

El método de captura iénica permite determinar el % de GHb directamente de
Sangre compieta con anticoagulante dentro del sistema IMx de Abbott
Laboratories, este ensayo se lleva a cabo poniendo en contacto a la hemoglobina
glucosilada con una solucién de reactivo polianidico de afinidad ( Acido meta
amino benzeno borénico unido a poliacrilico acido ) y luego capturando el
complejo aniénico formado con una matriz catiénica sélida precubierta con sales
cuaternarias de alto peso molecular. Las hemoglobinas glucosiladas son
cuantificadas al determinar la disminucién de la fluor ia del grupo hemo al
que se le ha afiadido un fluoréforo y comparando esta fluorescencia con la de la
hemoglobina total.2021

La especificidad de este método se encuentra en la afinidad del
dihidroxiboronato por los sitios Cis - Diol de la Glucosa unida a las
hemoglobinas.

La hemoglobina glucosilada y la hemoglobina total son cuantificadas al
determinar por diminucién de la fluorescencia del grupo hemo al adicionarle 4
metil umbeliferil fosfato y comparar las dos lecturas e interpretar de ahi el % que
representa la hemoglobina glucosilada de la total. 2021

El método de captura iénica cuantifica el total de hemoglobinas glucosiladas, es
decir cualquier hemoglobina que haya sido glucosilada, utilizando un método de
afinidad de boronatos. Este meétodo presenta una relacién linear con la
metodologia de Cromatografia de Alta resolucién por Intercambio Iénico en sus
resuhndos de % de GHb ( r = 97 ), lo que permite la conversién de estos
T S izados de %% Alc en base de la ecuacién :

%HbAlc Estandarizado = % Ghb + 1.76 / 1.49
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Procedimiento

Este es un ensayo por afinidad de acido bordnico que mide el porcentaje de
glicohemoglobina (% GHb), este ensayo ha sido estandarizado para reportar
igualmente el % de HbAlc. Se basa en la formacién de un complejo especifico
entre la hemoglobina y un reactivo polianiénico de afinidad compuesto de acido
3 aminofenilborénico.

Si bien los métodos de enlace por afinidad detectan la glicohemoglobina total y
no soélo la HbAlc ellos guardan un alto grado de correlacién lineal con los
métodos especificos para la determinacién de HbAlc tales como la
Cromatografia de Intercambio Iénico, esto hace posible utilizar los métodos de
afinidad para informar también los valores de % estandarizado de HbAlc . 2021

El ensayo de Captura Iénica se basa en una técnica de captura de la
hemoglobina glucosilada. En este método se utiliza una matriz sélida de fibra de
vidrio recubierta de un compuesto amonio cuaternario de elevado peso
molecular que confiere a esta matriz una carga eléctrica positiva, responsable de
su capacidad de capturar complejos del analito que tengan una carga eléctrica
negativa. En el transcurso del ensayo se generan complejos polianiénicos de
glicohemoglobina cargados negativamente, dichos complejos son capturados a
través de una interaccién electrostitica con la matriz catiénica . 2021

El ensayos utiliza wuna reactivo de afinidad soluble compuesto de
dihidroxiboronato unido a un #acido poliacrilico de alto peso molecular .
Durante el ensayo las moléculas de afinidad se unen especificamente a 1a
glicohemoglobina debido a la interaccién de afinidad entre las ﬁ-accnones
dihidroxiboronato y los grupos azu de 1a glucohb globina . A conti

la glucohemoglobina es separada de la hemoglobina no glusosxlnda mediante la
interaccién clectrostatica entre el complejo de afinidad reactivo polianiénico-
glucohemoglobina y la superficie catidnica de la matriz (fendmeno de captura
idnica ). La glucohcxnoglobma se cuantifica midiendo la extincidén (quenching)
de la fluor . La idad de producir esta extincién es una propiedad
natural de la hemoglobma.zo.zl (Fig. 13).
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Ventajas

No sufre interferencia de variantes de la hemoglobina.
No interfieren cambios de temperatura o pH.

No existe interferencia de la fraccién labil.

No necesita preparacién de la muestra de forma externa.
Totalmente automatizado. 20,21

Desventajas

Los resultados sélo pueden ser reportados en %GHb y % HbAcl

estandarizado.
Existen un solo sistemas disponible en ¢l mercado con esta metodologia IMx.

No puede realizar muestras de urgencia.
Los resultados son obtenidos de forma indirecta a partir de la fluorescencia de la

hemoglobina y calculo del sistema. 20,21

Este método no se ve afectado por la presencia de las variantes mds comunes de
Ia hemoglobina . ni por la presencia de glucosa, la fraccién labil, trigliceridos ni
bilirrubina que pudieran estar presentes en la muestra. 20.21-

Este método esta acompailado por un sistema o equipo de mesa mismo que
utiliza la tecnologia de CI ( Captura Iénica ), totalmente automatizado, que
recibe la muestra de sangre completa y es capaz de entregar el primer resultado
dentro de los pritneros 10 minutos después de calibrado el instrumento. 2021
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Fig.13 Elcomplejodeh globi (| ilada y dihid ik

capturada entre Ia fibra de vidrio utillnd- en el ensayo de Captura
i6nica.ze
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4.2.-Inmuno Ensayos

Los llamados métodos inmunolégicos o inmunoensayos se basan principalmente
en la capacidad que tiene un anticuerpo especifico para reconocer un antigeno o
analito que se desea cuantificar o reconocer de una muestra biolégica o fluido
corporal. 2526

El anticuerpo es obtenido del suero de un animal de laboratorio ( oveja, cabra,
conejo o cuyo ) al cual se le ha inoculado el analito o antigeno y como respuesta
de su sistema inmunolégico se obtiene un anticuerpo especifico para este
antfgeno en particular. Los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos pueden
ser de tipo monoclonal o policlonal, es decir monoclonal una cepa o linea de
anticuerpos capaces de reconocer s6lo una secuencia de proteinas especificas o
molécula. Policlonales dos o mas lineas o cepas de anticuerpos que reconocen a
grupos de proteinas o grupos de moléculas. 2526

La repr ion cldsica del reconocimit > de un antigeno o analito por parte
de un anticuerpo se ilustra a continuacién ( Fig. 14 ).
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Dentro de los diversos tipos de Inmunoensayo existen diferentes metodologias
para la ob i6Snde una r fisica que nos permita cuantificar o identificar
la presencia de un analito en una muestra, tales respuestas pueden ser el
desarrolio de color, la aglutinacién de particul Ia fluor ia entre otros.
2526

i
§
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Dentro de los inmunoensayos para la determinacién de h globina gl il

existen dos tipos de tecnologias ( Fig. 15 ):

1.- Reaccién competitiva de inmunoaglutinacién.
2 yo Enzimético por Microtitulacién.

METODOS
INMUNOLOGICOS
METODO DE METODO DE INMUNO
INMUNOAGLUTINACION ENSAYO ENZIMATICO

Fig.158 Clasifi i6n de los métodos de cuantificacién de Ia hemoglobina
glucosilada por medio del principio del Inmuno ensayo.
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4.2.1.-inmunoaglutinacién en Litex

Principio

El inmunoensayo por inmunoaglutinacién competitiva disponible es el ensayo
DCA 2000 de la marca Miles, es un sistema automatizado para la medicién de
hemoglobina Acl (HbAlc). El sistema consiste en un espectrofotémetro
precalibrado, reactivos unidésis o pruebas individuales que contienen reactivos
liquidos y secos. El reactivo liquido es una solucién de tiocianato ( 600
microlitros ) sellados en un contenedor. El reactivo seco o sélido consiste en un
aglutinador, particulas de litex cubiertas de anticuerpos y ferrocianuro de

potasio ( oxidante ). El instrumento desarrolla todas las funciones de la medicién
de 1a prueba a 37°C 2s.

Procedimiento

La metodologia se basa en una inhibicién de la inmunoaglutinacién en latex. La
hemoglobina glucosilada de la muestra compite con un aglutinador (Polimero
sintético que contienen multiples copias de la porcién inmunoreactiva de la
HbAIlc) por las particulas de latex recubiertas con anticuerpos especificos
monoclonales para HbAcl; La absorbancia es dida a 531 6 ros. La
medicién de 1a hemoglobina total es también medida en el mismo cartucho por
el método de tiocianc h >globina en el que el Fe2+ de la hemoglobina es
oxidado a Fe3+ de la metahemoglobina por ferrocianuro, y la metahemoglobina
es convertida a tiocianometahemoglobina por tiocianato.2s

Ventajas

Este método es capaz de medir HbAlc.

Sélo necesita de 9 minutos para reporta un resuitado.

Todos los reactivos estin contenidos en un cartucho unidésis.
Sistema de un s6lo paso.

Las variantes HbF, HbS y HbC no probl de di

23
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Desventajas

El método es manual, es una determinacién indirecta y lenta con respecto a
aquellos métodos que i i6n.2s




i i6m de H globi

4.2.2.-Inmuno ensayo Enzimitico para la deter
Alc

Principio

El ensayo para HbA lc se basa en la microtitulacién en un plato de 96 pozos. La
muestra de hemoglobina se cubre en el plato como parte de la prueba. El
anticuerpo monoclonal utilizado es especifico para la cetoamina final y no
reconoce a la Aldimina ( pre-HbAlc ) producto precursor en la formacién de la
hemoglobina glucosilada o a otros sitios glucosilados o a las hemoglobinas no

glucosiladas. 26

Procedimiento

La muestra ¢s adicionada previamente con anticoagulante (EDTA) y lisiada para
su proceso. Los eritrocitos se lavan con solucién salina isoténica antes del lisado
y hasta entonces se realiza el proceso de lisado por medio de agua destilada en
un proceso de choque osmético. La hemoglobina en la muestra es oxidada y el
pH ajustado para obtener la unién éptima de hemoglobina en el plato de
microtitulacién. La hemogilobina no unida es removida por lavados. Un
anticuerpo monoclonal marcado con una enzima (Peroxidasa de rabano picante)
se une a la vez a la HbAlc que ha sido inmovilizada en el plato y el conjugado o
anticuerpo no unido es removido tarnbién por lavados. La enzima peroxidasa de
rabano picante es detectada por la reaccién del substrato TMB (3,3°.5,5°-
tetrametilbenzidina) y la reaccién se detiene con acido. El color desarrollado es
medido y entonces relacionado con porcentajes conocidos de HbAlc de los
calibradores y Ila muestra puede ser entonces relacionada con valores de
porcentaje segin la lectura obtenida al correr el ensayo y la curva de calibracién

realizada. 26
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Especificidad:

El anticuerpo monoclonal no reconoce HbAO u otra variante de hemoglobina
que contenga el grupo terminal N en la cadena beta. El ensayo es libre de
interferencia por parte de la pre-HbAlc, HbF, HbC, HbS, lipémia y factores
interferentes comunrnente asociados con otros métodos.zs

El tiempo del ensayo total es de menos de dos horas para 96 determinaciones,
excluyendo el proceso de preparacién de las muestras. 26

Ventajas

El método es capaz de determinar HbAlc.

No recibe interferencias de la fraccién 14bil, HbF, HbS o la HbC
No recibe interferencias de las muestras lipémicas. 26

Desveatajas

El método es manual. 2¢
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4.3.-Métodos de Separacién por Carga

Estos métodos se basan en la capacidad de poder separar una muestra en sus
componentes mediante su diferencias de carga eléctrica y luego cuantificar cada
una de estas fracciones.2327.28293031

Si una muestra contiene particulas con diferentes fuerzas de carga positiva o
negativa , la muestra puede ser separada en grupos de particulas mediante
técnicas basadas en la carga eléctrica. 23.27.28.20.3031 (Fig. 16)

Las hemoglobinas glucosiladas y las hemoglobinas no glucosiladas son particulas
cargadas positivamente de diferentes fuerzas eléctricas. Por lo que las técnicas
basadas en ¢l intercambio i6nico pueden ser usadas para medir la hemoglobina
glucosilada y conocer su porcentaje respecto a la hemoglobina total de la
muestra. 2327.28.29,30.31

Todos los métodos se comparan con esta tecnologia por haber sido la primer
tecnologia en la que se observo por primera vez la hemoglobina glucosilada.

Son métodos de los que se tiene mayor informaciéon por haber estado en el
mercado mayor tiempo.
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Los métodos por separacién por carga se pueden agrupsar de Ia siguiente

METOCOS D&
SEPARACION POR
CARGA
1
[ 1
CROMATOGRAFIA DE

Fig.16 Clasifi i6

de los métod

glucosilada por medio del principio de intercambio iénico.

de cuantificacién de la hemoglobina




4.3.1.-Electroforesis

Principio

Este método se basa en que las hemoglobinas cargadas positivamente migran
hacia un carga negativa generada en el sistema a diferentes velocidades debido
principalmente a la fuerza de su carga positiva y a la intensidad de corriente.
Este desplazamiento es a través de un gel soportado en un amortiguador de pH
neutro y capaz de conducir la corriente eléctrica. Cada tipo de hemoglobina
posee una carga positiva total diferente razén por la cual se separan del resto
de la hemoglobinas y migran a diferentes distancias en un periodo de tiempo.23.24

Procedimiento

Un sistema electroforético se compone principalmente de : una fuente de poder
© bateria, un plato o charola electroforética, la cual en sus extremos se conecta a
la fuente de poder de la siguiente manera; uno a el polo positivo de la bateria y el
otro al polo negativo de la mi se utiliza también un amortiguador neutro
como fase liquida que facilite el paso de corriente y la migracién de las particulas
cargadas hacia el polo de carga opuesta a ellas y por tltimo un gel neutro que
servird como fase sélida por la cual se desplazara la muestra a la que se pretende
separar €n sus componentes segin la carga de cada uno de ellos. 2324

En el ensayo de hemoglobina glucosilada las fracciones positivas migrardn a
diferentes velocidades hacia la carga negativa o polo negativo del sistema. La
fraccion HbAO posee la carga positiva mas fuerte y migra mis rdpido que las
fracciones de la HbA1, las cuales tienen una carga positiva mas débil. 2324 ( Fig.
17).

Para la interpretacién de este ensayo se utiliza un equipo llamado densitémetro,
mismo que por medio del grosor de cada banda formada determina la densidad
6pnca de cada una de las bandas obtenidas en la separacién de las fracciones de

lobina. Finab realiza el calculo porcentual de la relacién
hemoglobinas HbA1 entre la HbAOQ. 2324

65




El densitdmetro mide el 4rea bajo el pico de la fraccion HbAl o de sus
subfracciones y el drea bajo el pico de la HbAO y calcula los resuitados

La mayoria de los métodos por electroforesis separa a la hemoglobina en 2
fracciones, A0 y Al, sin embargo existe una metodologia capaz de separar e
interpretar las sub fracciones de la Al; Alal, Ala2, Alb, Alc, Aldy Ale.

Segun el fabricante o ensayo electroforético utilizado se podra disponer de un
resultado porcentual de %HbA1 o % de HbAlc. 2324

Ventajas

Este método es altamente referido en la bibliografia por haberse descubierto {a
hemoglobina glucosilada en este tipo de sistema.

El método es capaz de separar todos los componentes de la hemoglobina
glucosilada.

El método puede identificar cada fraccién presente en la muestra y permite
realizar un calculo directo del porcentaje de la hemoglobina glucosilada total o Ia
fraccién Alc.2a

Desventajas:

Una duracién anormal de la vida de los glébulos rojos, como se da en las
anemias hemoliticas, la policitemia, la Hb S o la post-esplenectomia, puede
afectar a la recuperacién de la Hb Alc, Los valores en porcentaje de
glucohemoglobina pueden seguir utilizdnd para monitorizar a dichos
pacientes. No obstante, los valores deben ser comparados con muestras previas
del propio paciente y no con valores normales publicados.

Las muestras que no hayan sido adecuadamente conservadas a una temperatura
de 2 - 8 °C, pueden dar una HbA 1c falsamente elevada, debido a la continua
absorcién de glucosa de los glébulos rojos.

Los geles no conservados en posicién horizontal pueden producir modelos
electroforéticos atipicos.
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Variantes de hemoglobina distintas de la HbF, HbS y HbC pueden presentar
picos que interfieran, y necesitan ser interpretados por otros métodos.

La medicién de las glucohemoglobinas no ha demostrados ser fiable para el
di 6stico de la diab mellitus, pero es un método recomendado para la
monitorizacién del control glucémico.

Niveles de hemoglobina fetal de hasta un 7% no afectan a los resultados del
ensayo, porque la HbF se descompone totalmente, la resolucién del pico de
HbA lc puede verse afectada a niveles superiores al 7% de HDF, a causa del
aumento del tamaiio del pico de la HbF y puede producir un descenso en el
porcentaje aparente de HbAlec.

Sila glucohemoglobina 14bil es causa de preocupacién, esta puede ser eliminada
por incubacién a un pH de 5 durante 15 minutos, a 37°C.

La limpieza inadecuada de la cara posterior del gel antes de realizar la lectura
densitométrica puede provocar interferencia con la cuantificacion del la HbA lc

En algunos casos no puede separar las subfracciones de la HbA1

Es un método sumamente manual, que requiere experiencia y habilidad manual
para su desarrollo.

Se puede ver afectado por la presencia de la fraccién l4bil o por variantes de la
hemoglobina.

Es muy sensible a cambios de pH y de temperatura. 23
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Fig.17 Electroforesis de uns muestra para la separacién de la fraccién

HbAl.23
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4.3.2.-Cromatografia de Columnas por Intercambio Iénico

Este método utiliza col p das con resi denominadas de
intercambio Catiénico en las que las particulas con la mayor carga positiva se
unen fuertemente a la resina y las particulas con menor fuerza positiva se unen
de manera menos fuerte a la resina. Posteriormente se afaden soluciones de
fuerzas i6nicas cada vez mas fuertes a la columna. Las particulas cuyas uniones
con la resina son débiles eluiran de la columna como primera fraccién. Las
particulas de uniones mas fuertes eluirdn en fracciones posteriores. Las
fracciones que se desean estudiar o cuantificar se separan y su absorbancia es
medida. 27.28.29.30.31

La fraccion HbAlal posee la carga positiva mas débil por lo que eluira de este
tipo de columna como primera fraccién. La HbA2 y la HbAO eluirdn como
ultima fraccién.

Existen dos tipos de métodos de columnas cromatogrdficas de intercambio
iénico:

1.- Cromatografia Liquida de Alta resolucién de intercambio Catidénico
2.- Mini o Micro Columnas de intercambio iénico.
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4.3.2.1.-Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) por Intercambio
Catiénico

Principio:

Este método utiliza columnas empacadas con resinas denorninadas de
intercambio catidnico en las que las particulas con la mayor carga positiva se
unen fuertemente a la resina y las particulas con menor fuerza positiva se unen
de manera menos fuerte a la resina. Posteriormente se afiaden soluciones de
fuerzas idnicas cada vez mas fuertes a Ia columna. Las particulas cuyas uniones
con la resina son débiles eluirdn de la columna como primera fraccién. Las
particulas de uniones mais fuertes eluirdn en fracciones posteriores. Las
columnas que se desean estudiar o cuantificar se separan y su absorbancia es
medida por un instrumento denominado cromatégrafo liquido de alta
resolucién. mismo que interpreta y realiza grificos de los resultados o
porcentajes de hemoglobina glucosilada y sus fracciones de interés ( HbAlc).27

(Fig. 18

Procedimiento

La fraccién HbAla posece la carga positiva mis débil por lo que eluira de este
tipo de columna como primera fraccién seguida de la fraccién HbAlb y HbAlc.
La HbA2 y la HbAO eluiran como ultima fraccién.

La determinacién de la GHb o sus fracciones en este método se realiza en un
sistema casi automatizado, el cual utiliza los principios de la Cromatografia
liquida de intercambio [6nico, este tipo de sistema puede utilizar una bomba de
un sélo pistén con una viélvula de pasos por gradiente, la cual permite que
amortiguadores de fosfatos de fuerza iénica cada vez mayor pasen a través de la
columna analitica utilizando programas de elucién de hasta 8 minutos. La
colummna analftica contiene particulas esféricas de gelatina de intercambio

catiénico.z7
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Todas las operaciones del sistema son controladas por un Microprocesador y un
integrador recopila y reduce los datos de la muestra y alimenta la informacién a
un impresor © monitor los cuales producen un reporte donde se resumen los
resultados de : % de HbACI1, % HbAl( a + b + ¢), asi como los porcentajes
relativos por drea bajo la curva de todas las subfracciones de la hemoglobina que
hayan sido separadas.27

La eliminacién de la base de Schiff o fraccién labil (Fig. 6) se logra cuando la
muestra se incuba en un reactivo de hemolisis que contiene boronatos . El
boronato se une a los grupos diol de la glucosa promoviendo la disociacién de
los componentes libiles . Esta reaccién se lleva a cabo en una incubacién de 30
minutos a una temperatura de 37 ° C.27

Las muestras hemolizadas se deben mantener a 10 °C +/- 2 °C de forma
constante en un bafio o incubador o en el autocargador si el sisterna dispone de
uno, antes de ser inyectadas en el cromatégrafo. La deteccidn se desarrolla en 2
longitudes de onda , 415 nm y 690 nm para asegurar una linca de base estable.27

La Cromatografia Liquida de Alta resolucién es también conocida como HPLC
por ser estas las siglas de su nombre en el idioma ingles. en la modalidad de
intercambio I6nico, se ha desarrollado un método para la cuantificacién o
determinacién de la GHb y tiene como principal caracteristica el poder
cuantificar %aHbAlc, 26HbA1 y el % Alc estandarizado (siempre que el sistema
este estandarizado).27

Como en la mayoria de las técnicas desarrolladas hasta el momento la muestra
deberd prepararse manualmente y esta es una muestra de sangre la que habré de
hemolizarse ademas de incubarse a 37 °C por un periodo de por lo menos 30
minutos en bailo de agua.

Ventajas

Es capaz de medir o determinar el % Alc,
Es posible determina valores estandarizados de % Alc.
Es una metodologia Semi automatizada.
Las variantes anormales de la hemoglobina no afectan el resultado
(sx la HbF es rnenor de 5% no afecta el resultado).
pr con £ de variacién en el rango del 3%.27
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Desventajas

La fraccién l4bil produce interferencias, si las muestras no son previamente
tratadas.

Los sistemas pueden realizar una determinacién de 4 a 8 minutos por muestra
pero en tiempo necesario para equilibrar el sistema entre muestra y muestra
puede llevar a 7 hrs para completar una corrida de 48 muestras.

Es necesaria experiencia técnica para interpretar resultados, dar mantenimiento
al sistema y manejarlo adecuadamente.

Este sistema es un equipo dedicado que no podra ser utilizado en otro tipo de
ensayo. 27
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4.3.2.2,- Mini 0 Micro Col de Inter 6

Los métodos por mini o microcol de i bio idnico se pueden
subclasificar segian su capacidad de poder o no cuantificar la fraccién HbAlc de
la hemoglobina glucosilada. 28.29.30.31

El principio fisicoquimico en los dos tipos de columnas es el mismo pero la
capacidad de separar las fracciones de la HbA1l hace la diferencia. Las mini o
micro columnas por intercambio i6nico se clasifican en:

1.- Métodos que determinan HbA1l
2.- Métodos que determinan HbAlc

En general las mini o micro columnas por intercambio iénico que son capaces
de separar HbAlc se basan en hacer pasar por una columna empacada de resina
catiénica ligeramente acidifica una alicuota de muestra hemolizada para luego
aplicar un buffer de boratos y fosfatos fuerza ionica baja a través de la columna.
Este buffer hace eluir la base de Schiff, interferencias ictericas o lipémicas y las
fracciones HbAlb y HbAla . La HbAlc y la HbAO se mantienen capturados en
la resina catiénica, hasta que se hace pasar un segundo reactivo de elucién de
mayor fuerza catiénica mismo que libera a la HbAlc que sera interpretada en el
método como fraccion de la hemoglobina total. 28.29,3031

Las mini © micro columnas por inter bio idnico p s6lo de separar
HbA1 sc basan en emplear una resina de intercambio catidnico de fuerza baja
que hace eluir todas las hemoglobinas y componentes de la muestra con
excepcién de las fracciones componentes de la HbAl es decir que logran la
separacion de la glucohemoglobina o fraccidn rdpida de la hemoglobina total o
fraccién no glucosilada. 28293031
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4.3.2.2.1.-Mini ¢ Micro Col

de Inter 16nico para HbA1
Principio

Las pruebas para la determinacion de hemoglobina glucosilada para esta
metodologia requieren de la determinacion de dos analitos (hemoglobina total y
hemoglobina glucosilada), ademas de el subsecuente calculo del porcentaje de la
hemoglobina glucosilada la muestra debe ser preparada fuera del sistema (lisada)

para luego ser agregada al dispositivo en el cual se retendrdn por intercambio
catidnico las hemoglobinas no glucosiladas, 29,3031

Este método utiliza columnas empacadas con resinas denominadas de
intercambio catiénico en las que las particulas con la mayor carga positiva se
unen fuertermnente a la resina y las particulas con menor fuerza positiva se unen
de manera menos fuerte a la resina. Posteriormente se afiaden soluciones de
fuerzas ibnicas cada vez mas fuertes a la columna. Las particulas cuyas uniones

con la resina son débiles se separaran de la columna como fraccién a
determinar. 29,3031

Procedimiento

Una alicuota de sangre bien mezclada se introduce en un tubo prellenado de
resina el cual contiene tanto buffer como agente lisante para hemoglobina
glucosilada y una resina catidnica de intercambio. Esta mezcla dentro del tubo se
invierte de posicién por rotacidén por cinco minutos dentro de los cuales la
hemoglobina no glucosilada se adhiere a la resina. Un separador de plasma se
coloca en la parte superior de tubo de resina y es entonces centrifugado por
cinco >s la absort del sobrenadante es leida a 415 nm. En un

pectrofotémetro. El por je de hemoglobina rdpida es calculado de esta

lectura y es expresado como un porcentaje de la hemoglobina total la cual se
determina independicntemente. 29,3031
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Ventajas

Son de bajo costo.

Son de ficil uso.

No requieren de un equipamiento costoso.

El primer resultado se obtiene en 12 minutos. 293031

Desventajas
Este método es totalmente manual.

Requiere de pretratamiento de la muestra.
Es dependiente de la temperatura a la que se lleva a cabo. 293031
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4.3.2.2.2.-Mini 0 Micro Columnas de Intercambio I6nico para HbAlc

Principio

Las pruebas para la determinacién de hemoglobina glucosilada para esta
metodologia requieren de la determinacién de dos analitos (hemoglobina total y
hemoglobina glucosilada), ademis de el sub ate calculo del porcentaje de la
hemoglobina glucosilada la muestra debe ser preparada fuera del sistemna (lisada)
para luego ser agregada al dispositivo en el cual se retendran por intercambio
catiénico las hemoglobinas no glucosiladas.za

Este método  utiliza columnas empacadas con resinas denominadas de
intercambio catidnico en las que las particulas con la mayor carga positiva se
unen fuertemente a la resina empacada y las particulas con menor fuerza positiva
se unen de manera menos fuerte a la resina. Posteriormente se afladen soluciones
de fuerzas i6nicas cada vez mas fuertes a la columna. Las particulas cuyas
uniones con la resina son débiles se separaran de la columna como fraccién a

determinar. 23

Procedimiento

Una alicuota de sangre se mezcla con un reactivo hemolisante mismo que
simultdncamente lisa las células rojas para liberar la hemoglobina e iniciar la
remocién de la fraccion 1abil o Aldimina . Una alicuota del hemolisado se aplica
en un dispositivo de columna de intercambio catidnico débilmente acidificada .
Un buffer de boronatos y fosfatos de fuerza i6nica baja es entonces pasado a
través de la columna este primer buffer eluye las fracciones HbAla y la HbAlb,
remueve también las interferencias lipémicas e ictéricas asi como las
disociaciones de la base de Schiff o fraccién labil . Las fracciones HbAlc y la
HbAO permanecen dentro de la columna . La HbAlc es entonces eluida
independientemente a través de la adicién de un segundo buffer o reactivo el
cual tiene una mayor fuerza iGnica.

La HbAO y las hemoglobinas S y C de estar presentes se mantienen dentro de la

columna . 2a
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Mientras las fracciones de la hemoglobina estdn siendo separadas un tubo de
hemogilobina total es preparado lando una ali de hemolisado con el
segundo buffer o reactivo de eluciéon.

Después de colectar el eluato que contiene la HbAlc se calcula la concentracién
especifica de HbAlc en base a la lectura espectrofotométrica de los dos tubos
la cual se lleva a cabo a 415 nm. 2s

Ventajas

No sufre interferencia por parte de la fraccién l4bil pues se elimina, mediante el

reactivo de hemolisis.
No ita de instru i6n especial para realizarse.

El método es relativarmente de bajo costo.
El tiempo del ensayo es bajo comparado con otras metodologias (HPLC).

Es capaz de determinar la fraccién HbAlc . 28

Desventajas

La presencia de variantes de hemoglobina pueden causar resultados falsos.

Es sensibie a la temperatura.
Es sensible al pH.
Es ahamente manual . 2
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S.-Discusiéon

Los diferentes tipos de variantes y derivados de la hemoglobina son un factor
de evaluacién de los meétodos o principios de ensayo de la determinacién de
hemoglobina glucosilada. Al observarse cuanto se ven afectados ante la
presencia de este tipo de variantes, seguramente se podra también concluir
acerca de la sensibilidad y especificidad de estos ensayos.

Todas estas variantes son factores que pueden interferir en la interpretacién o
resultado de una muestra, esto debido principalmente a la diversidad de
estructuras fisicas y componentes quimicos de cada variante y de la forma en
que estas variaciones afecten a cada método.

La hemoglobina (Hb) tiene variantes estructurales las cuales contienen cambios
genéticamente determinados en las estructuras primarias de las cadenas alfa (o),
beta (B), gamma (y) y delta (3), dentro de los mads comunes estdn la HbAo
(cx2B2), HbFo (a2y2) y la HbA2 (@252) hemoglobinas normales y las
hemoglobinas HbS, HbC y HbE que contienen mutaciones en la cadena beta,
hemoglobinas no normales. Estas variaciones son preci ite las que confieren
diferentes cargas totales a la molécula y las responsables que este tipo de
muestras se interpreten de manera diferente a las muestras que contienen

hemoglobina sin variantes.s

Existen también variantes de la sintesis de la Hemoglobina, que se originan
debido a cambios gendticamente determinados en la capacidad de sintetizar las
cadenas de la hemoglobina. Se pueden entonces presentar defectos genéticos
como la B Talassemia y la HbF hereditaria persistente (HPHF) ambas causadas
por produccién impar de cadenas beta y son capaces de afectar la certeza o
sensibilidad de los métodos para la determinacién de la hemoglobina

glucosilada.s
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Por otra parte existen derivados de la hemoglobina que resultan de

modificaciones postranslacionales de su molécula ejemplos de esto son los que

resultan de reacciones con la glucosa ( glucohemoglobina, su precursor la base

de Schiff’), la urea ( hemoglobina carbamilada ), con la acetil co enzima A o el

dcido acetil salicilico ( hemoglobina acetilada ) y finalmente los cambios
dos con el al i >.t1

La literatura refiere el desempeiio de las metodologias y los resultados de
ensayos de hemoglobina glucosilada por diferentes técnicas, asi como también
acerca de su interpretacién y de como son afectadas de forma diferente por las
variantes y los derivados de la hemoglobina. Este tipo de variantes y derivados
pueden causar interferencia analitica por reducir el tiempo de vida media de los
eritrocitos y con ello el tiempo de exposicién de la hemoglobina a la glucosa
circulante, causando con ello falsos bajos porcentajes de glucohemoglobina
ademas de afectar la determinacién seguin su modificacién estructural con base
a el principio en el que se desarrolle la técnica del ensayo. Estas condiciones
pueden llevar a interpretaciones erréneas, cuando se realizan comparaciones
con datos obtenidos de controles en los que no existan este tipo de variaciones o

derivados.i1
Otras interferencias que pueden afectar la precisién y exactitud de un ensayo

para determinar hemoglobina glucosilada son: temperatura, pH. presencia de
altas concentraciones de triglicéridos o altas concentraciones de bilirrubina.

Por lo tanto un método o ensayo para la determinacién de hemoglobina
glucosilada es mas confiable entre menos se vea afectado ante este tipo de

interferencias.

Uno de los objetivos de este trabajo es realizar la comparacién técnica y practica
de los diferentes métodos existentes para la determinacién de hemoglobina
Glucosilada ( GHb ). Esto es mis importante cuando se puede diferenciar cual o
cuales de los métodos sufren menor grado de interferencia de cualquicera de los
factores inherentes a la muestra.

Existen tres principios de deter i6n de la hemoglobina glucosiluda y en
cada uno de ellos existen también diferentes métodos cuyas caracteristicas
dependen de su manufactura, material a utilizarse y grado de automatizacién.
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Los tres principios por los que se puede cuantificar la hemoglobina glucosilada
son;

1.- Métodos por Afinidad.
2.- Métodos por Intercambio Iénico.
3.- Métodos por Inmunoensayo.

La discusiéon sobre cual o cuales métodos son mds utiles para un laboratorio
tiene origen al obtenerse diferentes datos de las referencias citadas hasta este

capitulo.

En un estudio publicado en 1993 por la revista Clinical Chemestry y realizado
en Holanda sobre un programa de control de calidad externo en el que
mtervmxcron 102 laboratorios que utilizaron 16 métodos diferentes para la
deter i6n de hi lobina glucosilada con sus propios rangos de referencia
se obtuvieron las siguientes conclusiones cuando se analizaron muestras de
hemoglobina con variantes estructurales ( HbS, HbC, HbBE), variantes de
productos de la sintesis de hemoglobina ( Hb beta Talasemica, HPHF ) y
derivados de la hemoglobina, ( hemoglobina carbamilada, hemoglobina
acetilada, la base de Schiff y aquellos presentes en la sangre almacenada).i
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5.1.-Métodos por Afinidad

Dentro de este grupo de métodos se encuentran: Los métodos por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién por Afinidad, Las Mini o Micro
Columnas por Afinidad y el método por Captura Iénica por Afinidad a
Boronatos.

Ninguno de estos métodos reportan en la literatura comercial interferencias con
muestras en las que se encuentren presentes variantes de la hemoglobina, tales
como HbS, HbC o HbF.

Sin embargo si se reporian posibles interferencias en la interpretacién de los
resultados ante cambios de temperatura o mala conservacién de las
Muestras.1s8,19

Los métodos de este grupo en el trabajo realizado por Weykamp et al, reporta
resultados semejantes frente a las diferentes variantes de la hemoglobina y un
control de un paciente sano:

Control (sujeto sano HbA homocigotico)

De un control de un sujeto sano con HbAA homocigotica la mayoria de los
laboratorios reportan valores dentro de los rangos de normalidad. Y la mayoria
de los insertos comerciales refieren correlaciones a un método standard
superiores al 98%. Todas las metodologias refieren poder cuantificar los valores
de los rangos normales y patolégicos mas comunes.

Con excepcién de las hemoglobinas S y la C homocigoticas para las que se
observan resultados altamente variables los métodos por afinidad de los
diferentes fabricantes mostraron conductas similares. 11

El método no se ve afe do por alguna de las variantes de la hemoglobinas o
derivados que se hayan estudiado. Los bajos porcentajes en pacientes con HbS
(homocigotica) y algiin otro bajo porcentaje en sujetos con HbC (homocigotica)
requieren previo conocimiento de estas situaciones y el uso de rangos especiales

para la correcta interpretacién 11
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De manera particular con las principales variantes de la hemoglobina se observa:

HbS homocigotica

De las muestras homocigoticas de HbS ; los laboratorios participantes con
Cromatografia de Afinidad reportan valores de hemoglobina glucosilada bajos
pero sin dispersion. 11

HbC homocigotica

Con los métodos de Cromatografin de Afinidad los porcentajes de
glucohemoglobina son altos y variables con respecto al valor de los obtenidos de
sujeto HbA utilizado como Control. 11

HbE homocigotica

Para los métodos de Cromatografia de afinidad se observan valores de
porcentajes consistentemente altos. 11

HbS heterocigotica

Los resultados por Cromatografia de Afinidad estdn dentro del rango de
normalidad. n

HDbF hereditaria persistente

Los métodos por Cromatografia de afinidad reportan resultados dentro del
rango de referencia pero con valores bajos. 11

Derivados de hemoglobina

No se encuentra diferencias de porcentajes en las muestras preparadas
artificial de h lobi carbamilada y acetilada. n

Sangre Almacenada

b iales y estdn dentro de

Ningun método por afinidad ra difer i gt
los rangos de referencia. 11
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Base de Schiff

Para la Cromatografia de afinidad las muestras con aito porcentaje de contenido
de base de Schiff causaron resultados por debajo de aquellos establecidos para

la muestra control. 11



5.2-Métodos por Intercambio Iénico

Los métodos por Intercambio Idnico se separan en sus tres principales
metodologias:

1.- Cromatografia Liquida de Alta Resolucién de Intercambio IGnico.
2.- Mini 0 Micro Columnas de Intercambio Iénico.
3.- Electroforesis.

5.2.1.-Cromatografia Liquida de Alta Resolucién de Intercambio
I6mico.

La mayoria de la literatura reporta la utilidad de estos métodos en la
interpretacién de la hemoglobina glucosilada, sin embargo refieren la necesidad
de utilizar estdndares especiales para la interpretacién de resultados. No se hace
mencién en la literatura de las posibles interferencias dé las variaciones de la

hemoglobina .1027

La mayoria de los métodos HPLC de Intercambio Iénico reconocen las
hemoglobinas anormales. La HPLC no demostré ser litil en la determinacién de
HbAIlc en sujetos con HbSS y HbCC (homocigoticos), por lo que la medicién
de HbSlc y HbClc se utiliza como solucién pero se debera interpretar con
rangos especiales cada resultado. Para aquellos sujetos con hemoglobinopatias
heterocigoticas y variantes en la sintesis de hemoglobinas el método deberd
satisfacer tres condiciones para poder ser utilizado 27:

1.- La variante debera ser reconocida.
2.- La HbAlc , HbAO y las variantes deberdn ser separadas total y claramente.
3.- La HbAlc debera ser reportada en porcentaje de la hemoglobina total

Los métodos de este grupo en el trabajo realizado por Weykamp et al, reportan
resultados semejantes frente a las diferentes variantes de la hemoglobina y un
control de un paciente sano 11:
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Control ( sujeto sano HbA homocigotico )

De un control de un sujeto sano con HbA homocigotica la mayoria de los
laboratorios reportan valores dentro de los rangos de normalidad. Y la mayoria
de los insertos comerciales refieren linearidades superiores al 98%. Todas las
metodologias refieren poder cuantificar los valores de los rangos normales y
patolégicos mis comunes.i1

HbC homocigética

En aquellos usuarios que utilizaron Cromatografia Liquida de Alta Resolucién se
observan resultados de deteccién de Glucohemoglobina "no medibles”, los
usuarios de columnas desechables de intercambio iénico reportaron bajos
valores del porcentajes. 11

HbLE homocigotica

Los resultados por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién por Intercambio
I6nico son altamente dispersos desde "no medibles” hasta muy elevados. 1t

HbS heterocigotica

La HPLC por Intercambio I6nico arroja resultados variables que son desde no
detectables hasta valores dentro del rango de normalidad. 11

HDbF hereditaria persistente

Los resultados para HPLC por Intercambio I6nico mostraron valores desde

"no medibles”, hasta valores dentro del rango de referencia y un valor muy alto.
u
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Derivados de hemoglobina
Los ensayos de HPLC de Intercambio I6nico muestran resultados altos .

Debe seflalarse que derivados tales como la Hb Carbamilada y la Acetilada
presentan problemas debido a que eluyen con la HbAcl y se presentan
resultados falsamente elevados. En particular la Hb Carbamilada presenta
problemas pues no es posible distinguiria en el cromatograma y su presencia en
pacientes nefréticos es comun amen de ser estd condicién propia de los
pacientes diabéticos. i1

Sangre Almacenada

Ningin método muestra diferencias substanciales y estdn dentro de los rangos de
referencia, pero dentro de los resultados de HPLC por Intercarnbio ISnico se
encontrd un pico alto para la fraccién HbAlb. 11

Base de Schiff

los resultados para HPLC por Intercambio Iénico estan entre los rangos de
referencia hasta incrementarse con respecto a los valores asignados al control. 11
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5.2.2.-Columnas Desechables de Intercambio Iénico

Los resultados de la medicion de HbAIlc con columnas desechables de
Intercambio Iénico son altamente comparables con los resultados que se
observan con HPLC de este mismo principio; El método no reconoce
hemoglobinas anormales y en este caso no es posible realizar correcciones para
hemoglobinopatias y derivados de la sintesis de hemoglobina. E1 método no es
util para el anilisis de muestras de HbAlc con altos valores de HbF. 8.29,3031

Control ( sujeto sano HbA homocigotico )

De un control de un sujeto sano con HbA homocigotica la mayoria de los
laboratorios reporta valores dentro de los rangos de normalidad. La mayoria de
los insertos comerciales refieren liberalidades superiores al 98%. Todas las
metodologias refieren poder cuantificar los valores de los rangos normales y
patolégicos mas comunes. iy

HbS homocigoticas

Los participantes que utilizaron columnas desechables de intercambio idnico
reportan resultados bajos o no medibles de hemoglobina glucosilada . 1t

Beta Talasemia

Aquellos laboratorios que utilizaron columnas d tables o d hables de
intercambio idnico reportan consistentemente porcentajes altos de
glucohemoglobina para estas muestras. 11

HbE homocigotica

Aquellos que utilizaron columnas descartables de intercambio i6nico dan valores
dentro de los rangos de referencia para esta variable en particular. 11
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HbS homocigotica

Los resultados de columnas d h de Inter bio Iénico dan valores
bajos. 11

HbS heterocigotica

Los resultados de columnas d hables de inter bio idnico dan también

valores bajos. 11

HbF hereditaria persistente

Los resultados para las columnas desechables de intercambio iénico son
altamente variables.i1

Derivados de hemoglobina

Las columnas descartables de intercambio idnico muestran resultados
consistentemente altos. 11

Sangre Almacenada

Ningun laboratorio reporta diferencias substanciales y estan dent'o de los rangos
de referencia. n

Base de Schifr

Las columnas descartables de Intercambio I6nicos no reporta cambios
significativos con respecto a los valores del control. 11
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5.2.3.-Electroforesis

Como en ¢l caso de la HPLC por Intercambio Iénico, la Electroforesis no es util
para la medicién de HbAlc en muestras de sujetos con hemoglobinopatias
homocigoticas, sf esta situacién es desconocida por el usuario. No todos los
métodos de electroforesis reconocen las variantes de hemoglobina. Puesto que
la técnica de la electroforesis para HbAlc no separa HbAO de la HbEO y Ia
HbAlc de la HbElc los resultados de hemoglobina glucosilada se ven
incrementados para aquellos pacientes con HbAE. La base de Schiff por
supuesto debe ser eliminada de la muestra segin procedimiento para evitar

interferencias.2s

Control ( sujeto sano HbA homocigetico )

De un control de un sujeto sano con HbA homocigotica la mayoria de los
laboratorios reportan valores dentro de los rangos de normalidad. 11

HbS

Aquellos que utilizaron Electroforesis reportan resultados de "no medibles",
otros reportan hemoglobina F  y ¢l resto reporta valores bajos. 11

Beta Talasemia

La Electroforesis reporta resultados variables, mientras que el resto de los
métodos en su mayoria reporta valores dentro de sus rangos de referencia y
algunos lo hicieron apenas por debajo de estos rangos. 11

HDbF hereditaria persistente

Los datos de Electroforesis estan desde los valores bajos de referencia hasta
valores muy altos. 11



Derivados de hemoglobina

La Electroforesis muestra resultados altos consistentermnente altos. 11

Sangre Almacenada

Ningun laboratorio muestra diferencias substanciales y estdn dentro de los
rangos de referencia. 11

Base de Schiff

La Electroforesis arroja datos o resuitados que estdn entre los rangos de
referencia hasta incrementados con respecto a los valores asignados al control. 12
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5.3.-Inmunoensayo

Debido a la especificidad de los anticuerpos utilizados por los diferentes
métodos inmunolégicos las conductas de las determinaciones son diferentes,
mientras que uno de los métodos s6lo reconoce HbAlc y sufre de fuertes
interferencias ante la presencia de variantes de la hemoglobina ademas de no
permitir correccién alguna. El otro método reconoce sitios de unién en la cadena
beta en el grupo N terminal por lo que es posible reconocer variantes como las
de la hemoglobina glucosilada HbS . Para la correcta interpretacién de los
resultados para sujetos con la condicién de eritrocitos de vidas medias bajas
debera dc arse esta dicién para utilizar rangos especificos y validar el
uso de estos ensayos .2s5.26

Control ( sujeto sano HbA homocigotico )

De un control de un sujeto sano con HbA homocigotica la mayoria de los
laboratorios reportan valores dentro de los rangos de normalidad . 11

HbC
Los usuarios de Inmunoensayos reportardn valores por debajo de cero de la
calibracién y en el caso de Dako de Novotest los valores estdn dentro del rango

de referencia. 11
HbS heterocigotica

Los Inmunoensayos dieron valores bajos y sélo un inmunoensayo se encuentra
dentro de los valores de referencia. 11

HDbF hereditaria persistente

Los valores de los inmunoensayos estdn por debajo de los valores de referencia.
n

Sangre Almacenada

Ningin método mostré diferencias substanciales y estén dentro de los rangos de
referencia. 1
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Base de Schiff

En los ensayos inmunolégicos no hay
valores del control. 11
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6.-Conclusiones

Las conclusiones de cual o cuales métodos son mejores para las diferentes
circunstancias de un laboratorio clinico de investigacién o referencia en el
andlisis o cuantificacién de la hemoglobina glucosilada, sélo se podrén obtener
hasta haber encontrado cual o cuales son las interferencias mas comunes o
importantes para cada meétodo.

Por tanto las conclusiones acerca de que tipo de metodologia es mas adecuada
para las diferentes circunstancias de un laboratorio, se deben plantear con
respecto a cuatro factores:

1.- El tipo de muestra que se desea mancjar.

2. La tecnologia o metodologia utilizada para la determinacién.

3.- El tiempo de proceso y el grado de automatizacién con que se desea contar
4.- La cantidad de Capital con que ¢! laboratorio cuente o desea destinar a este

propdsito.



6.1.-C lusi con resp al tipo de muestra.

Las mediciones de porcentajes de glucohemoglobina en sujetos con variantes de
hemoglobina o altos porcentajes de derivados de hemoglobina pueden afectar de
forma diferente a cada uno de los mértodos de determinacién de este parametro.

La disminucién del tiempo de exposicién de la hemoglobina circulante a la
concentracién de glucosa puede llevar a un decremento verdadero de los
porcentajes de hemoglobina glucosilada con la consecuente interpretacién
errénea cuando esta condicién no es reconocida. Ejemplo de esta situacién
puede ser una anemia Talasemica o la presencia de hemoglobina HbS

homocigotica o no.

Comparado con sujetos con HbA, los pacientes HbS y los sujetos con HbC
poseen eritrocitos cuya vida media se encuentra entre los 27 - 36 dias y 19 dias
respectivarnente. lo que mostrarda porcentajes de hemoglobina glucosilada
disminuidos que no correlacionan con las concentraciones medias de glucosa en
sangre, a menos que se utilicen rangos de referencia especiales para este tipo de
condicién. Los métodos especificos de medicién de HbAlc hemoglobinopatias
homocigéticas fallardn al detectar el porcentage correcto al existir interferencias
de variantes como HbSlc y Hblc.

La expresién de HbAlc en términos de la hemoglobina total en condiciones
caracterizadas por la presencia de altos porcentajes de hemoglobinas diferentes a
las HbAD, tales como las de sujetos con hemoglobinopatias heterocigdtica ( e.g.
HbAE, HbAS y HbAC o sujetos con sintesis de variantes de Hb ( e.g. beta
talassemia y HPFH). El uso de rangos de referencia especificos para cada
condicion parecen poco utiles por la variabilidad de las expresiones anormales de
la hemoglobina

El almacenamiento y cuidado de la muestra es también importante pues Ia

altemcxén de la temperatwra, el pH y tiempo de vida de esta muestra puede
rir definitiv con la cantidad de hemoglobina glucosilada presente

en la muestra.
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6.2.-Con respecto a la Metodologia utilizada.

M. dologs: por Afinidad

Excepto por las hemoglobinas homocigoticas S y C en las que existen valores
altamente variables los resultados vistos en las metodologias por afinidad de los
diferentes fabricantes muestran conductas similares, Se¢ observa que estos
métodos no son afectado por cualquier otra variante o derivado estudiado. Para
el anslisis de pacientes con HbS y HbC con estos métodos se requiere del
conocimiento previo de estas situaciones para la interpretacién de los bajos
resultados o bajos porcentajes obtenidos y se sugiere el uso de rangos especiales
para la correcta interpretacién.

Cromatografia Liquida de Aita Resolucién y Mini o Micro Columnas
desechables de intercambio iénico

La medicion de HbAlc con este tipo de metodologias es facil en la HPLC pero
las Mini o Micro columnas presentan problemas en contraste con HPLC puesto
que estos métodos no reconocen las hemoglobinas anormales y son incapaces de
separar las variantes de las fracciones glucosiladas de las no glucosiladas que
pueden cluir conjuntamente, en consecuencia la correccién  para
hemoglobinopatias heterocigética es imposible . El método no es util en la
determinacién de HbAlc en estas condiciones y en la presencia de altos
porcentajes de HbF sufre de fuertes interferencias.

Electroforesis

Este método no es util para determinar HbAlc en muestras de sujetos con
hemoglobinopatias homocigéticas. La mayoria de los métodos de electroforesis
reconocen las variantes de la hemoglobina, sin embargo la mayoria de los
métodos de clectroforesis no pueden separar la HbAO de la HbEO o HbAlc de
la HbElc lo que conduce a una interpretacién elevada de la glucohemoglobina
en pacientes diabéticos con HbAE. Con respecto a los derivados existen
problemas de resolucién pues tanto la Hb Carbamilada, la Hb Acetilada y la base
de Schiff migran pricticamente igual que la HbAO lo que conlleva a una posible
baja interpretacion de la hemoglobina glucosilada. En el caso particular de la
base de Schiff su interferencia se puede evitar al eliminar la base de Schiff de 1a
muestra previo al ensayo.
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Inmunoensayos

Debido a la especificidad de los anticuerpos de cada metodologia los resultados
entre los diferentes métodos de esta tecnologia son diferentes para cada variante
o derivado. Aquellos anticuerpos que solo reconocen a la HbAl causan
respuestas de poca cuantificaciéon con las variantes de la hemoglobina, ademais
que este método no acepta correccién alguna. Los métodos que si reconocen la
HbS reportan problemas con el resto de las variantes .
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6.3.-Con respecto al tiempo de proceso y el grado de automatizacién.

Los métodos para los Inmunoensayos, Las Mini o Micro Columnas de
Intercambio Iénico y de Afinidad, asi como la Electroforesis son definitivamente
metodologias de caracter manual, mismas que requieren pretratamiento para
cada una de las rnuestras a analizar (hemolizado), situacién de la que se
desprende; que el usuario debe invertir tiempo en la preparacién de la muestra.
Este tipo de ensayos requiere gran habilidad manual y experiencia para obtener
resuitados confiables.

La Electroforesis requiere de preparacion de amortiguadores y tiempo para el
corrimiento de la muestra. En la mayoria de las técnicas de electroforesis sélo es
posible correr hasta diez muestras, seguidas de Ia interpretacién de las muestras
por medio del Densitémetro. Por lo cual el proceso de un nimero mayor de
muestras requiere de gran tiempo. La electroforesis también requiere de gran
experiencia puesto que la preparaciéon de geles y la dosificacién de la muestra
implica habilidad manual y gran experiencia en el manejo de la técnica.

Las Mini o Micro Columnas requieren de un mayor cuidado y tratamiento por
parte de los usuarios, que ademas de pretratar las muestras (lisar eritrocitos y
elimipar la fraccién ldbil) deberdn esperar la elucién de cada fraccion,
recolectarla y en su caso leerla para su interpretacién. Cada determinacién es
individual y requiere de calibracion previa del espectrofotémetro utilizado
ademas de que en muchos casos los cilculos del porcentaje de hemoglobina
glucosilada se realiza de forma manual. De aqui que la inversién de tiempo en
cada muestra es de consideracién.

Los métodos Inmunoensayos en general son totalmente manuales y requieren a
su vez gran inversién de tiempo en pretratamiento ( lisado y eliminacién de la
fraccién labil ) y mancjo de las muestras, tiempo para la incubacién de los
ensayos y la adicién manual de los reactivos, ademis de la interpretacion en un
espectrofotémetro y la previa calibracién de este equipo.
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Hasta aqui ninguno de los métodos es capaz de lisar la muestra para liberar la
hemoglobina de los eritrocitos de la muestra, asi como ninguno es capaz de
eliminar la posible interferencia de muestras lipémicas o ictericas, ademas que
ninguno de estos métodos es capaz de eliminar la base de Schiff del proceso de
forma automstica y eliminar con esto todas las interferencias de este precursor
de la hemoglobina glucosilada.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién bajo los principios de Intercambio
Iénico y el de Afinidad requieren de corrimientos de standards o soluciones de
referencia de concentracién conocida de hemoglobina glucosilada para la
correcta interpretacién de la fracciones de la hemoglobina glucosilada en la
muestra, ademis de la preparacidon previa de estos standards es necesario
también el lavado y estabilizacién de la columna utilizada entre muestra y
muestra. Es indispensable tratar cada muestra antes de ser preparada para lisar
los eritrocitos y eliminar la fraccion labil, sin embargo existen instrumentos
equipados con autocargadores e inyectores automédticos que hacen mas eficiente
el proceso de varias muestras.

Con respecto al mayor grado de automatizacion se puede referir al método de
Captura Iénica por Afinidad a Boronatos en el cual no es necesario un
pretratamiento de la muestra por parte del usuaric y ningin manejo o
interpretacion por parte del mismo, en este método se puede determinar el % de
hemoglobina Glucosilada de hasta 23 muestras o de una sola muestra y el
resultado es interpretado automaticamente por el instrumento sin necesidad de
que el usuario intervenga. El método lisa la muestra y climina la base de Schiff
del ensayo evitando la posible interferencia del precursor de la hemoglobina
glucosilada en la correcta interpretacién de la muestra.




6.4.-Con respecto a Ia cantidad de Capital con que cuente el laboratorio.

La mayoria de los métodos manuales se pueden referir como bajos en costo, sin
embargo el costo indirecto del tiempo dedicado por parte del usuario siempre
debe ser tomado en cuenta. La mayoria de estos métodos permiten que cualquier
laboratorio con una baja inversién pueda realizar este tipo de determinaciéon. Es
importante mencionar que en este tipo de método es factible correr una sola
muestra y no se requiere de reunir un grupo de especimenes para hacer mds
econdmico para el laboratorio el correr este ensayo.

Las determinaciones semi automatizadas como la Electroforesis y la HPLC por
Intercambio Iénico o por Afinidad resultan de alto costo si es necesaria la
o geles especificos

inversién en el sistema de interpr i6n y de las col
necesarios para el corrimiento de cada muestra. Es importante afiadir al costo de

cada determinacién, el costo del tiempo del usuario que aunque menor significa
un costo indirecto a tomar en cuemta. Es importante mencionar que un
laboratorio de gran volumen puede obtener un sistema especializado por parte
de los fabricantes bajo consumo de reactivos sin necesidad de comprar el

Sistema.
Por ultimo la determinacién por Captura Iénica implica definitivamente menores
costos indirectos pues el usuario no dedica demasiado tiempo al proceso de este
ensayo. Los costos a tomar en cuenta se derivan de Ios reactivos necesarios para
la obtencién de resuitados en cada muestra o grupo de muestras.
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