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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento crénico que se caracteriza por
una alteracion en el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos. Se
manifiesta principalmente como hiperglucemia a consecuencia de una
deficiencia absoluta de insulina o de una resistencia tisular a su accion (Islas,
2002; Aschner, 2006; Gardner, 2008). Es un sindrome que implica una serie de
complicaciones metabdlicas a largo plazo que afectan la mayor parte de
aparatos y sistemas, constituyendo una de las principales causas de invalidez y
mortalidad prematura en la mayoria de los paises desarrollados, aparte de
afectar a la calidad de vida de las personas enfermas (Islas, 2002; Ceballos,
2005; Alpizar, 2001; Gardner, 2008).

El médico alejandrino Demetrio de Apamaia, en el siglo | a. C., utilizdé por
primera ocasion el término diabetes (Figueroa, 2003). Mas tarde, en el siglo Il
de nuestro tiempo, Areteo de Capadocia lo popularizé entre los médicos.
Desde 1794 Johan Peter Frank, define dos tipos de diabetes, a la que tiene
excrecion de azucar le llamo6 mellitus, y a la que no se acompafa de salida
anormal de azucar le denominé insipida, debido a su frecuencia y gravedad, los
médicos se dirigieron a estudiar la diabetes mellitus; en afios subsiguientes se
planteo una nueva clasificacion en donde se colocaban en un eslabén de esta,
los distintos casos que surgian, de acuerdo a sus caracteristicas (Figueroa,
2003).

En el afilo de 1997, se establecié una nueva clasificacion que sigue vigente
actualmente considerando cuatro grupos de diabéticos: Diabetes mellitus tipo 1
(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), otros tipos especificos de diabetes y
diabetes mellitus gestacional. Por su magnitud y trascendencia, las diabetes
mellitus tipo 1 y 2, son las mas importantes, principalmente la tipo 2, que
representa aproximadamente 90% de todas las formas clinicas y constituye un
importante problema de salud publica, tanto a nivel internacional como nacional

e institucional (Alpizar, 2001).



Uno de los principales peligros de la diabetes es su avance silencioso, ya que
puede ser asintomatica en etapas iniciales y cursar durante lapsos variables en
forma inadvertida. Aproximadamente 30 a 50% de los enfermos desconoce su
enfermedad, ya sea porque efectivamente se encuentran asintomaticos o
porque sus signos y sintomas no han sido identificados como tales, por lo que
se debe tratar de identificar a esos sujetos en una etapa mas temprana para

poder ofrecer una terapia mas fisiologica y menos agresiva (Alpizar, 2001).

El control y tratamiento adecuado, asi como la prevencion, deberan convertirse
en pilares que eviten el desarrollo de las complicaciones; las cuales se cree
gue se deben principalmente a la hiperglucemia a través de dos mecanismos:
1) La alteracion del metabolismo de los polioles (metabolismo de la glucosa a
sorbitol) y 2) la glicosilacion no enzimética de las proteinas, sobre todo
albumina, colageno, LDL y hemoglobina (Pfreundschuch, 2002).

La medicién de los productos surgidos de la reaccién de glicosilacion no
enzimatica tiene un doble significado, por un lado medir los productos
tempranos de glicosilacion dependientes de la vida media de las proteinas
glicosiladas las cuales son medidas y proporcionan una estimacion de su
exposicion a la glucosa y de alguna manera el control metabdlico previo; por
otro lado también medir los intermediarios y productos finales de esta reaccion
que es un instrumento importante en la verificacién y relacién entre los
productos de glicosilacibn y las modificaciones tisulares, aclarando la
patogénesis de las complicaciones cronicas y la asociacion de la exposicion a

la glucosa y su desarrollo (Lapolla, 2005).

La hemoglobina (Hb) es una proteina globular, que esta presente en altas
concentraciones en los glébulos rojos y se encarga del transporte de O, del
aparato respiratorio hacia los tejidos periféricos; por su parte los eritrocitos
tienen como funcidn transportar a la hemoglobina (Pefuela, 2005; Turgeon,
2006; Brandan, 2008). En individuos normales, 97% de la hemoglobina es Hb
A; aproximadamente 2% de Hb A2; y 1% de hemoglobina fetal (HbF) (Mayer,
1998).



Una fraccion de la hemoglobina A normal (HbAO) es la hemoglobina Al. Esta
fraccion puede denominarse hemoglobina glicosilada e incluye las fracciones
separadas de hemoglobina Ala, Alb y Alc; esta ultima tiene la caracteristica
de tener una unién con la glucosa mucho mas fija y especifica (Antufia, 1995).
Se refiere como hemoglobina glicada a toda las especies de hemoglobina
derivadas de la reaccion de un carbohidrato con la valina o lisina terminal de la
cadena alfa o beta de la globina (Lapolla, 2005). Aproximadamente un 5% de la
Hb A sufre esta glicosilacion post-traduccional y de esta manera las
hemoglobinas glicosiladas se han designado como HbAla (<1%) HbA1b (<2%)
y Hb Alc (3%) (Henry, 2007).

La glucosa reacciona con el grupo amino libre de la hemoglobina para formar
un compuesto inestable aldimina llamada base de Schiff. A través de un
rearreglo esta base proporciona una cetoamina estable el llamado producto de
Amadori. Debido a que esta reaccion no requiere la participacién de enzimas,
las variables por la cual se regula in vivo son: la concentracion de glucosa y
hemoglobina, el tiempo de vida media de la hemoglobina, la reactividad en
términos de grupos aminos libres y la permeabilidad celular a la glucosa. En
condiciones in vivo el producto de Amadori alcanza su equilibrio después de
aproximadamente 15-20 dias, a través de enlaces irreversibles acumulados

tanto en proteinas de corta vida como de larga vida (Lapolla, 2005).

Teniendo en cuenta el promedio de vida del eritrocito, aquellos que estén entre
30 y 90 dias de vida son los que van a predominar y como la glicosilaciéon
depende de la concentracién integrada de la glucosa en el tiempo, la
informacion que proporciona la medicion de la hemoglobina glicosilada es el
valor integrado de las ocho semanas precedentes a la toma de la muestra
(Islas, 2002). Numerosos estudios han demostrado que los niveles de Hb
glicosilada son proporcionales a los valores de glucosa en el eritrocito (Mayer,
1998), y por tanto la concentracion de hemoglobina glicosilada es un reflejo
exacto del nivel sanguineo de glucosa del paciente en las semanas previas
(Turgeon, 2006).



Durante mucho tiempo, las determinaciones de glucemia, bien sea venosa o
capilar, fueron las Unicas técnicas empleadas para el control del paciente
diabético. En las ultimas dos décadas, la comprension de la naturaleza e
importancia clinica de la uniébn no enzimatica entre carbohidratos y proteinas o
glicosilacion, se ha incrementado. La medicion de las hemoglobinas
glucosiladas o glicadas se ha convertido en la herramienta mas importante para

el monitoreo a largo plazo del control diabético (Barron, 2000).

La concentracién de hemoglobina Al es de 3 a 6% en las personas normales y
de 6 a 12% en los diabéticos dependientes y no dependientes de insulina
(Turgeon, 2006). Esta evaluacién, tiene una clara ventaja sobre el analisis
directo de la glucosa debido a que la medicién de hemoglobina glicosilada esta
libre de las amplias fluctuaciones que se observan durante el analisis de
glucosa en sangre. Estas variaciones dependen de diversos factores como el
momento del dia, el consumo de alimentos y la actividad fisica (Hemoglobina

glicosilada en: www.rochediagnostics.com).

La hemoglobina glicosilada fue observada por primera vez por Allen y
colaboradores en 1958. Sin embargo la importancia de esta prueba en el
control de la diabetes fue reconocida hasta 1986, cuando la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) recomendé el uso de dos medidas anuales de
hemoglobina glicosilada para realizar el seguimiento de la patologia. En el afio
1993 se presentaron los resultados de un trabajo conocido como Estudio de
Control y Complicaciones de la Diabetes (Diabetes Control and Complications
Trial o DCCT). En esta investigaciéon se observo por primera vez que la
reduccion en el valor de la hemoglobina glicosilada estaba asociada con una
disminucion en el riesgo de desarrollar complicaciones de la diabetes a largo
plazo (Hemoglobina glicosilada: www.rochediagnostics.com). La comparacion
de los valores de hemoglobina glicosilada con los valores de determinaciones
de glucosa en sangre o suero ayudan en gran medida al adecuado control y
posible mejora de pacientes diabéticos, y ninguna desplaza a la otra, mas bien

se complementan.



La HbAlc es la mejor prueba disponible que refleja el control glucémico del
paciente diabético, ademas ha permitido estratificar a los pacientes en
categorias de riesgo para desarrollar complicaciones microvasculares. También
ayuda a intensificar a tiempo la terapia de control de la DM (control glucémico),
asi como a identificar lo casos que requieran atencion especial (enfoque de
riesgo) (Laclé, 2004). Aunque no se ha podido encontrar un cierto nivel de
HgbAlc que garantice una proteccion absoluta de las complicaciones tardias,
existen varios trabajos que al menos, sugieren que existiria un “nivel critico”
que corresponderia a una HgbAlc superior a 8%, a partir del cual el riesgo
seria inaceptablemente elevado (Antuiia, 1995). De esta forma se puede
entender que las pruebas de laboratorio son un instrumento valioso tanto en el

diagnostico médico como en la investigacion epidemioldgica (Méndez, 2007).

Los métodos mas comunes de cuantificacion de hemoglobina glicosilada en el
laboratorio clinico se han clasificado en tres grupos principales: Métodos por

separacion de carga; métodos de afinidad y métodos de inmunoensayo.

El uso de diferentes metodologias y la fraccibn que se determine hacen
imposible la comparacion de los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios. Se ha visto ademas que existe interferencia con otras sustancias
gue no son glucosa, a las que se les conoce como derivadas de hemoglobina;
en particular la carbamilaciéon en la uremia con penicilina o aspirina en grandes
cantidades y con los metabdlitos en el alcoholismo. Las variantes de
hemoglobina comUnmente conocidas como hemoglobinopatias, también
causan problemas, ya que pueden presentar picos que interfieran y necesitan

ser interpretadas por otra forma.

Asi también se ven afectados por procesos en los que hay un mayor recambio
eritrocitario y por lo tanto una disminucion en la edad promedio de los
eritrocitos, lo cual provoca una falsa disminucion de los valores de la
hemoglobina glicosilada, esto seria en pacientes con anemia hemolitica,

pérdida aguda de sangre, esplenectomia y embarazo (Barrén, 2000).



JUSTIFICACION

La diabetes es un padecimiento de gran incidencia en la poblacion mundial y
gue aumenta en proporciones alarmantes. Su existencia se conoce desde el
siglo XV antes de la era cristiana. El concepto actual sobre la diabetes sefala
que la enfermedad, mé&s que ser un solo desorden, es un sindrome
caracterizado por hiperglucemia crénica que constituye una de las patologias
mas frecuentes en la consulta del médico de familia. En los ultimos afios el
ndmero de diabéticos se ha incrementado de forma dramética, considerandose
a un conjunto de factores que inciden sobre la poblacion, destacando la ingesta

calorica excesiva y la escasa realizacidon de ejercicio fisico.

En la actualidad, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, se estima
que existen alrededor de 246 millones de personas con diabetes mellitus en el
mundo, y se espera que esa cifra se eleve a mas de 300 millones en los
préoximos 25 afios. En 1995, México contaba con 3.8 millones de adultos con
diabetes mellitus y ocupaba el noveno lugar dentro de los diez paises con
mayor numero de personas con diabetes, para el afio 2025, se prevé que
alcance los 11.7 millones y pase a ocupar el séptimo lugar en orden de
frecuencia (Alpizar, 2001; Kuri, 2001).

El conocimiento de la magnitud real de la diabetes mellitus, en cuanto a los
indicadores basicos de incidencia y prevalencia, esta limitado por aspectos
importantes de tipo metodolégico, comunes no solamente a todas las
instituciones de salud en el pais, sino también en el ambito mundial. Uno de
ellos es la falta de uniformidad en los criterios de estudio y diagndéstico de los
pacientes, lo cual le resta validez a la comparacion de frecuencias entre

diferentes poblaciones.

Durante la pasada década se han producido grandes avances en el diagnaéstico
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 el grado de control de la glucemia
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alterada y asi evaluar y definir las complicaciones asociadas y los factores de
riesgo (Aschner, 2006). Se han desarrollado también nuevos métodos para
evaluar la glucemia entre los que destaca la prueba de la hemoglobina
glicosilada (HbG). Esta prueba proporciona una compresion mayor del grado
de control metabdlico de un paciente y de esta forma ofrece a los clinicos la
oportunidad de disefiar programas de cuidado mas eficaces.

La medicion de la hemoglobina glicosilada resulta de gran importancia en la
supervision y control glucémico en el paciente con diabetes, debido a que la
glicosilacion 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 (120 dias),
y puesto que esta reaccidn es no enzimatica e irreversible, la concentracion de
HbG 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
glicosilada (HbG) 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 cuantificacion de glucosa en sangre bajo el método tradicional
que soélo indicaré el valor en ese preciso momento (L6pez, 1997).

El resultado de la Hb glicosilada no es Unicamente una simple media de los
niveles de glucosa durante un periodo de tiempo sino que se trata de una
media ponderada con lo que los resultados se ven mucho mas influenciados
por la mayor representacion en la sangre de los hematies mas jévenes y por
eso se acepta que solamente el grado de control del altimo mes contribuye al
50% del resultado (Manual para el manejo de insulinas, 2001); mientras que el
control de los 3 a 4 meses previos contribuye sélo con 10% (Antuiia, 1995;
Islas, 2002; Hemoglobina glicada: www.2.ucg.br...pdf).Por ello la rapida mejoria
inicial de los pacientes recién diagnosticados es acompafiada por un rapido
decremento de la hemoglobina glicosilada en los 2 primeros meses, seguida de

un descenso guadual a los 4 meses (Islas, 2002).

La finalidad de este trabajo es dar a conocer la determinacion de hemoglobina
glicosilada, la cual es poco usada en el sector salud ya que lamentablemente
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su uso ha predominado a nivel hospitalario y solo en algunos de estos, en
donde la mayoria de los pacientes ya tienen las complicaciones cronicas de la
DM por lo que un monitoreo de control de esta prueba, aunque es de utilidad
no produce el beneficio de prevencion secundaria que podria darse en los
diabéticos que se manejan en atencion primaria. Por tal motivo surge la
necesidad de crear conciencia en las personas que laboran en el sector salud,
acerca de la importancia de esta prueba y mostrar en el medio hospitalario un
marcador bioquimico 0t que sea mas sensible y especifico que la
determinacién de glucemia en ayunas y que, por otra parte, ofrezca una
posibilidad, por medio de sus resultados, de tomar medidas terapéuticas
adecuadas que permitan aumentar la calidad de vida del paciente diabético y
de esta manera evitar la aparicion de las complicaciones a largo plazo
producidas por la enfermedad, como por ejemplo, retinopatia que puede
conducir a ceguera, neuropatia, nefropatia, problemas cardiovasculares, entre
otros, los cuales tienen fundamentada su etiologia en los elevados niveles de
glucosa, estas alteraciones organicas secundarias pueden llevar al paciente

diabético a un estado de incapacidad e inclusive hasta la muerte.

El tratamiento de estas complicaciones, representa para el sector salud
inversiones anuales millonarias que lo han afectado al paso del tiempo hasta
llevarlo a la actual crisis econémica en la que se encuentra, por lo cual resulta
mas viable conocer y aplicar formas de diagnéstico y control oportuno de la DM
para lo cual es indispensable conocer las variaciones de la glucemia y de la
hemoglobina glicosilada donde esta ultima es de gran apoyo para el control de

este tipo de pacientes.

Asi mismo este trabajo proporciona informacion para todos aquellos
interesados en el tema de la DM que es de gran utilidad para el entendimiento
de esta enfermedad ya que una mejor comprension de la DM favorece el
autocontrol y cuidado de la misma, para reducir complicaciones inmediatas y
de largo plazo y la prevencion de la enfermedad. La relevancia social de la
diabetes, las aplicaciones practicas del estudio y el valor tedrico que ofrece

esta investigacion justifican el esfuerzo desplegado.



OBJETIVO

¢ Realizar una busqueda bibliogréfica, hemerogréfica y electrénica, que
permita integrar un texto en el cual se muestre la importancia de la
determinacién de hemoglobina glicosilada en el seguimiento del control

metabdlico de la glucosa en pacientes con Diabetes Mellitus.



CAPITULO 1. DIABETES MELLITUS

1.1 DEFINICION Y GENERALIDADES

La diabetes mellitus es un padecimiento crénico que se caracteriza por una
alteracion en el metabolismo de proteinas, lipidos y carbohidratos. Se
manifiesta principalmente como hiperglucemia a consecuencia de una
deficiencia absoluta de insulina o de una resistencia tisular a su accion, aunque
puede coexistir con hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Alpizar, 2001;
Islas 2002; Ceballos, 2005; Aschner, 2006; Gardner, 2008). Es un sindrome
gue implica una serie de complicaciones metabdlicas a largo plazo que afectan
la mayor parte de aparatos y sistemas, constituyendo una de las principales
causas de invalidez y mortalidad prematura, aparte de afectar a la calidad de
vida de las personas enfermas (Alpizar, 2001; Islas, 2002; Gardner, 2008).

La glucemia en plasma suele ser 110 mg/dl en ayunas e inferior a 140 mg/dI
tras la ingesta. Cuando los valores de glucemia en ayunas oscilan entre 110-
126 mg/dl y la glucemia a las 2 horas de la prueba de tolerancia oral a la
glucosa oscila entre 140-200 mg/dl se considera que existe una alteracion de la

homeostasia de la glucosa (Alpizar, 2001; Henry, 2007).

La falta de control en el metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos tiene
su origen principal en el caso de la diabetes mellitus en defectos originados en
el pancreas (Fig. 1); este d6rgano esta situado anatomicamente entre el
estomago y el intestino delgado, su funcién principal es ser una glandula de
accion endoégena y exogena (Pfreundschuch, 2002; Ceballos, 2005; Gardner
2008).
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Pancreas
Conducto

Conducto biliar -

Duodeno

FIGURA 1. Imagen representativa del pancreas, el cual posee accion
endégena y  exdgena. Tomado de  www.google.com en
www.cancerinfo.es/index.php?textoid=21&orden=6, el 29 de septiembre de
20009.

Dentro de su funcion exocrina secreta el jugo pancreatico que contiene
enzimas que intervienen en la hidrdlisis de proteinas, lipidos, &cidos nucleicos y
carbohidratos. Su funcion enddgena se refiere a la produccion de hormonas
gue intervienen en el metabolismo fundamentalmente de los carbohidratos pero
también de las lipidos y de las proteinas (Pfreundschuch, 2002; Ceballos, 2005;
Gardner, 2008), las hormonas son vertidas al torrente sanguineo
independientes del jugo pancreatico que interviene en la digestion
(Pfreundschuch, 2002; Aschner, 2006).

En este o6rgano es donde se encuentran los denominados islotes de
Langerhans (encargados de la funcidbn endocrina), los cuales estan
diseminados en él y representan un 1% de la totalidad del mismo, se
encuentran compuestos por al menos 5 diferentes tipos de células secretoras,
denominadas alfa (o), beta (B), delta (5) y PP (¢), productoras de glucagén,
insulina, somatostatina, polipéptido intestinal y polipéptido pancreatico,
respectivamente. La composicion celular de los islotes es heterogénea,
dependiendo ésta de su localizacion en el pancreas (Fig. 2) (Fernandez, 1996;
Pfreundschuch, 2002).
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FIGURA 2. Composicibn anatomica del pancreas y su produccion de
hormonas. Tomado de Ceballos, 2005.

El pancreas entonces es el responsable de poner en circulacién a la insulina
para que ésta tenga efecto directo sobre otros tejidos y Organos para
metabolizar los carbohidratos. De su buen funcionamiento, de su correcta
sintesis y secrecion en momento y cantidad depende la presencia o no de los

sintomas caracteristicos de la diabetes mellitus.

La falta de insulina puede ser:

v Cuantitativa: por disminucién de la produccion de insulina por la célula §,
como consecuencia de una lesion directa, que hace que el numero de
células capaces de producir insulina se vea cuantitativamente
disminuido.

v Relativa: como consecuencia de una falta de accién de la insulina, que a
pesar de producirse en cantidades normales, no es capaz de ejercer su
accion (Ceballos, 2005).

En cualquiera de los dos casos el resultado final sera el mismo, una elevacion
de los niveles de glucosa en sangre por falta de utilizacion de ésta en los

tejidos.

Para entender un poco mejor esta situacion hay que poner en evidencia el

proceso que se lleva a cabo. Primeramente la glucosa es un monosacérido, de
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férmula CgH1206, se forma por la hidrélisis de numerosos carbohidratos, como
la sacarosa, maltosa, celulosa, almidon y glucégeno. Es el principal sustrato
energético para la produccion del adenosintrifosfato (ATP) compuesto
indispensable en muchas de las reacciones que se llevan acabo en la célula
(Diaz, 2002; Pfreundschuch, 2002).

Durante muchos afos fue conocido el hecho que en algunas células, como las
musculares y las adiposas, la insulina potenciaba la entrada del azucar, en
tanto que en otras el efecto insulinico no era aparente, sugiriendo la existencia
de diferentes transportadores de glucosa (Fernandez, 1996). Ahora se han
identificado transportadores codificados por diferentes genes y localizados en
diferentes cromosomas. Se han descrito dos sistemas de transporte de glucosa
y de otros monosacaridos: los transportadores de sodio y glucosa llamados
SGLT (por sus siglas en ingles) y los transportadores de glucosa llamados
GLUT (Fernandez, 1996; Diaz, 2002).

1.1.1 Mecanismo de secrecién de la insulina.

La insulina se libera tras la rotura de la proinsulina junto con un péptido
pequefio, el péptido C. Esta hormona (51 aminoacidos, PM = 5.800 D) se
compone de una cadena o y otra B unidas entre si por enlaces disulfuro
(Pfreundschuch, 2002). Gran parte de la insulina se elimina de la circulacion
tras su paso por el higado (efecto del primer paso). Otro lugar de eliminacién es
el rifién, en el que se produce la captacion de insulina mediada por receptor.

El pancreas segrega insulina en forma continua en una cantidad aproximada de
0.5 a 10 unidades por hora, esta secrecién llamada “basal’ controla que el
higado no produzca menos ni mas glucosa de la que el organismo necesita
cuando estamos en ayuno. La secrecion pulsétil estimulada por la ingestién de
alimentos, que se caracteriza por ser rapida y de corta duracion, es de 5 a 10
veces mayor que la basal (Pfreundschuch, 2002). Esta secrecion tiene como
principal funcion la utilizacion y almacenamiento de los nutrientes producidos
por los alimentos, glucdgeno en el higado y muasculos, triglicéridos en el tejido
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graso, sintesis de proteinas y produccion de energia (ATP) (Manual para el
manejo de insulinas, 2001). La secrecion de Insulina en respuesta a la glucosa
se efectla a las concentraciones postprandiales de glucosa. La concentracion
de insulina sérica aumenta unos 10 minutos después de la ingesta, alcanzando
el maximo en 30-45 minutos y disminuyendo a lo largo de 2 horas hasta cifras
basales (Fig. 3) (Pfreundschuch, 2002). La secrecidbn basal tiene una
periodicidad de 9 a 14 minutos y su periodicidad es inherente a la célula beta,
posiblemente modulada por mecanismos neurales. Estimulos hormonales
intraislote y otros secretagogos pueden afectar la secrecion basal de insulina
(Fernandez, 1996; Pfreundschuch, 2002).

Desayuno Comida Cena
120 — - -

100

Glucosa Sanguinea mg/ 100 mi,
Insulina Sérica W mi
oON O OO0 OO0

E

AlfnEntos
T 1 I [ 1
030 60 90 120 180 0 30 60 90 120 180 240 030 60 90

Tiempo en minutos

. ®  Glucosa Sanguinea®-—=-° [nsulina Sérica

FIGURA 3. Niveles de insulina durante la ingesta de alimentos. Tomado de

Manual para el manejo de insulinas, 2001.

La secrecion de insulina en respuesta a la glucosa es un complejo mecanismo
gue requiere de dos grandes blogques de eventos, uno de tipo bioquimico
involucrando el metabolismo del azucar, la generacion de segundos
mensajeros y otro de tipo eléctrico que incluye la depolarizacion de la
membrana plasmatica y la entrada de calcio; la conjuncion de estos produce la
fusién de los granulos secretores maduros conteniendo la insulina con la

membrana y finalmente la liberacién de la hormona al torrente sanguineo.
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1.1.2 Mecanismo de accién de la insulina.

Las acciones de la insulina son multiples, muchas de estas acciones se
efectian en segundos, sugiriendo que el efecto se lleva a cabo sobre
mediadores existentes en la membrana o en el citoplasma (efectos post-
traduccionales), mientras que otros requieren de horas para manifestarse,
sugiriendo por lo tanto un efecto en la transcripcion y en la sintesis de

proteinas.

La insulina regula la captacion y el metabolismo de la glucosa, de los &cidos
grasos y de los aminoacidos en el interior de la célula. Aunque la insulina
influye sobre todas las células, su principal efecto se ejerce sobre el tejido

muscular, el tejido adiposo y el higado (Tabla 1) (Pfreundschuch, 2002).

TABLA 1. EFECTOS DE LA INSULINA EN EL ORGANISMO.
Efectos de la insulina

Sobre Aumento de la captacion de glucosa, aumento de la sintesis de
el glucosa, aumento de la captacibn de aminoacidos y de la

musculo | sintesis de proteinas

Sobre Aumento de la concentracion de a-glicerol-fosfato con el
el tejido | consiguiente incremento de la sintesis de triglicéridos, inhibicion

adiposo | de la lipolisis y depésito de triglicéridos.

Sobre Inhibicibn de la gluconeogénesis, aumento de la sintesis de
el higado | glucogeno, aumento de la sintesis de colesterol y triglicéridos,
aumento de la sintesis proteica, inhibicion de la sintesis de
cuerpos cetoénicos

Tomado de Pfreundschuch, 2002.
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1.2 CLASIFICACION

De acuerdo a la clasificacion recientemente aprobada por la Asociacion
Americana de Diabetes y avalada por la Organizacion Mundial de la Salud en
julio de 1997 y plasmada en la Modificacion de la Norma Oficial Mexicana
NOM 015 SSA2 1994, para la Prevencion, Tratamiento y Control de la Diabetes
(Manual para el manejo de insulinas, 2001), la diabetes se divide de la

siguiente manera (Alpizar, 2001; Islas, 2002; Ceballos, 2005):

* Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
* Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
* Otros tipos especificos de diabetes

* Diabetes mellitus gestacional

Se aceptd también eliminar los términos diabetes mellitus insulino dependiente
(IDDM) y no insulino dependiente (NIDDM); sustituyéndolos por los términos
tipo 1 y tipo 2, usando numeros arabigos, en lugar de ndmeros romanos. Se
agrega una nueva etapa llamada “Alteracion de la Glucosa en Ayuno” (AGA)
(Alpizar, 2001; Islas, 2002; Ceballos, 2005). En la tabla 2 se presenta la

clasificacion que estuvo vigente desde 1979 y la actual.

Por su magnitud y trascendencia, la diabetes mellitus tipo 1 y 2, son las mas
importantes, principalmente la tipo 2, que representa aproximadamente 90% de
todas las formas clinicas y constituye un importante problema de salud publica,
tanto a nivel internacional como nacional e institucional. Forma parte del grupo
de padecimientos descritos en la denominada transicion epidemiologica de
nuestro pais, que es un fendmeno resultante de los cambios en el
comportamiento humano, desarrollo urbano acelerado y aumento en la
esperanza de vida, que se refleja en la modificacion de los patrones de
morbilidad y mortalidad (Alpizar, 2001).

16



TABLA 2. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS.
Clases clinicas

No vigente Elaborada en 1979 Vigente Elaborada en 1997

Diabetes mellitus insulinodependiente | Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
(DMID o tipo 1)
Diabetes mellitus no | Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

insulinodependiente
(DMNID o tipo 1)
a. Obesos b. No obesos

Diabetes secundaria y de otros tipos | Otros tipos especificos de diabetes
Diabetes mellitus relacionada con Diabetes mellitus gestacional (DMG)

malnutricion.

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Clases de riesgo estadistico

Alteracion de la tolerancia a la | Intolerancia a la glucosa (IG) (o
glucosa (ATG) IGT:Impaired Glucose Tolerance): Glucosa
a. Obesos b. No obesos plasmatica a las dos horas poscarga =140
pero < 200 mg/dl (75 g glucosa para la
carga oral disuelta en agua).

Anomalia potencial de tolerancia a la | Alteracion de la glucemia en ayuno (AGA):
glucosa glucemia en ayuno = 110 pero < 126mg/dl
(Alpizar, 2001); también denominada
glucemia basal alterada (IFG: Impaired
Fasting Glucose) (Ceballos, 2005).

Modificado de Alpizar, 2001.

Una de las razones iniciales para introducir el concepto de IG fue el hecho que
ademas de asociarse a un aumento del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, supone un riesgo elevado de progresion de diabetes, hecho
confirmado por numerosos estudios; de igual manera es el papel de AGA que
tiene la capacidad de identificar a aquellos sujetos que progresaran a diabetes

(sensibilidad) sin embargo en menor grado que I1G.
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Diabetes tipo 1

Se considera en aquellos individuos que presentan cualquiera de las siguientes
condiciones:

» Sintomas clasicos de diabetes y una prueba aleatoria de glucosa en plasma
>200 mg/dl.

* Glucemia plasmatica en ayuno igual o mayor de 126 mg/dl.

* Glucosa en plasma a las dos horas pos carga > 200 mg/dl utilizando un

maximo de 75 g como carga oral disuelta en agua (Alpizar, 2001).

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la destruccion de las células  del
pancreas, que suele llevar a deficiencia absoluta de insulina y corresponde a
un 10% del total de personas con diabetes mellitus (Méndez, 2005; Ministerio
de salud, 2005). Las manifestaciones clinicas se caracterizan en general por un
inicio subito de polidipsia, poliuria y polifagia que progresan rapidamente y que
pueden desencadenar hasta una cetoacidosis diabética. Los pacientes pueden
ser de cualquier edad, casi siempre delgados, y suelen presentar comienzo
abrupto de signos y sintomas con insulinopenia y dependencia de la aplicacion
de insulina para llevar una vida normal antes de los 30 afios de edad. En la
fase inicial de ese tipo de diabetes se puede identificar en algunos pacientes la
presencia de anticuerpos anti insulina, lo cual sugiere el caracter inmunolégico
de la fisopatogenia (Méndez, 2005; Ministerio de salud, 2005; Aschner, 2006).
Su etiologia en el 90% es autoinmune, lo que se determina por la presencia de
anticuerpos anti-islotes (ICA), antiGAD y anti-insulina. Un 10% de los casos son
idiopéticos (Alpizar, 2001; Ministerio de salud, 2005).

Diabetes tipo 2

Se considera DM2 todo aquel individuo que presente cualquiera de las
siguientes condiciones:

* Glucemia plasmatica en ayuno igual o mayor de 126 mg/dl.

* Glucemia plasmatica ocasional > 200 mg/dI.

* Glucosa en plasma a las dos horas poscarga > 200 mg/dl, 75 g glucosa para
la carga oral disuelta en agua (Aschner, 2006).
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Aqui se incluye a poco mas de 90% de todos los pacientes con diabetes
mellitus. En general se manifiesta en adultos mayores de 40 afos de edad, es
de inicio insidioso y es frecuente que haya obesidad. Solo eventualmente
conduce al desarrollo de cetoacidosis diabética y puede presentarse durante
periodos de estrés. Los pacientes no necesitan insulina exégena para corregir
la hiperglucemia ya que tienen insulina en su organismo que incluso puede
encontrarse en concentraciones superiores a los valores de referencia sin
embargo pueden requerirla en algunos casos para el control de la
hiperglucemia; la dieta, ejercicio apropiado e hipoglucemiantes orales sirven
para un adecuado control (Alpizar, 2001; Aschner 2006).

La pérdida de peso se observa mas frecuentemente en la DM1 o en la DM2 de
larga evolucion (diabetes tipo2 insulino- recurrente). Los sintomas clasicos de
poliuria, sed, visibn borrosa recurrente, parestesias y fatiga son
manifestaciones de hiperglucemia y diuresis osmotica y, por tanto, son
comunes en ambas formas de diabetes. Sin embargo, muchos pacientes con
diabetes tipo 2 tienen inicio insidioso de hiperglucemia. Son comunes las
infecciones cutaneas cronicas. El prurito generalizado, y los sintomas de
vaginitis frecuentemente son los sintomas iniciales en mujeres con diabetes
mellitus tipo 2. Debe sospecharse diabetes en mujeres con vulvovaginitis
candidiasica crénica. En ocasiones, un vardn con diabetes previa no

diagnosticada, puede presentarse con disfuncion eréctil (Gardner, 2008).

Otros tipos especificos de diabetes

En esta categoria se incluye a 3% de los pacientes con diabetes mellitus, se
relaciona con defectos en la secrecion pancreatica de insulina y con
interferencias para que ejerza su accién sobre las células efectoras. Los
defectos e interferencias se pueden agrupar de la manera siguiente (Alpizar,
2001; Ceballos, 2005):
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a) Defectos genéticos en la funcion de las células 3, que comprende varias
entidades

* Cromosoma 12, HFN-1 alfa (antes MODY 3)
» Cromosoma 7, glucocinasa (antes MODY 2)
» Cromosoma 20, HFN-4 alfa (antes MODY 1)
* DNA mitocondrial
* Otros
Estas formas de diabetes se caracterizan por comienzos de hiperglucemia
moderados a edades precoses de la vida, de manera que en el sistema de
clasificacion previa se consideraba a los pacientes designados como MODY
(maturiry onset diabetes of the young) (Ceballos, 2005); esto ha desaparecido,
ya que se ha identificado una serie de alteraciones genéticas, sobre todo en
adolescentes y en menores de 30 afios, existiendo un defecto en la funcién de
la célula B, con una secrecién inapropiada de la insulina. Estas formas de
diabetes se heredan en forma autosémica dominante, y la mas frecuente se
asocia a un defecto en el cromosoma 12, seguida por la alteracién a nivel del
cromosoma 7 caracterizado por una deficiencia de glucocinasa, enzima que
convierte a la glucosa en glucosa-6-fosfato, via metabdlica mediante la cual se

estimula la secrecion de insulina.

b) Defectos genéticos en la accién de la insulina
* Resistencia a la insulina tipo A
* Leprechaunismo
» Sindrome de Rabson-Mendenhall
* Diabetes lipoatrofica

* Otros

c) Enfermedades del pancreas exocrino
Cualquier proceso que lesione en forma difusa al pancreas puede causar
diabetes ya que se reduce la secrecion de insulina, por ejemplo:
* Pancreatitis
» Trauma / pancreatectomia
* Neoplasia
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* Fibrosis quistica

* Hemocromatosis

» Pancreatopatia fibrocalculosa

* Otras

La pancreatopatia fibrocalculosa anteriormente se incluia en la antigua
clasificacion como diabetes asociada a desnutricion, caracterizada por la
presencia de dolor abdominal irradiado a la espalda y calcificaciones
pancreaticas por rayos X con presencia de céalculos de calcio en los conductos
pancreaticos (Pfreundschuch, 2002; Aschner 2006).

d) Endocrinopatias
* Acromegalia
» Sindrome de Cushing
* Glucagonoma
* Feocromocitoma
* Hipertiroidismo
* Somatostatinoma
* Aldosteronoma

* Otros

Algunas hormonas, como la de crecimiento, cortisol, glucagon y epinefrina,
antagonizan la accién de la insulina. Cualquier exceso en la produccion de
éstas, por enfermedades como la acromegalia, el sindrome de Cushing, el
glucagonoma, el feocromocitoma vy el hipertiroidismo, pueden causar diabetes,
sobre todo en individuos con alteracién preexistente de la secrecién de insulina.
De tal forma que, una vez tratadas, llega a resolverse el problema de
hiperglucemia. El somatostatinoma y el aldosteronoma provocan hipocalemia, y
ésta, a su vez, genera disminucion en la secrecion de insulina y por tanto
también causan diabetes (Pfreundschuch, 2002). El glucagén se opone a la
hipoglucemia en condiciones fisiologicas. Su nivel esta relativamente elevado
en la diabetes de tipo 1 como consecuencia de la deficiencia de insulina, para

poder estimular la gluconeogénesis y la glucogendlisis (Pfreundschuch, 2002).
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e) Diabetes inducida quimicamente o por farmacos

Estos farmacos no causan diabetes, sin embargo, pueden precipitarla, sobre

todo en individuos con resistencia a la insulina
* Vacor

* Pentamidina

« Acido nicotinico

* Glucocorticoides

* Hormonas tiroideas

* Diazoxido

» Antagonistas [ adrenérgicos

* Tiazidas

» Otros

f) Infecciones
* Rubéola
+ Citomegalovirus

* Otros

g) Diabetes poco comun mediada inmunol6égicamente
» Sindrome del “hombre rigido”
* Anticuerpos contra el receptor de insulina

* Otros

h) Otros sindromes genéticos ocasionalmente asociados con diabetes
* Sindrome de Down
» Sindrome de Klinefelter
» Sindrome de Turner
» Sindrome de Wolfram
* Ataxia de Friedrichs
* Distrofia miot6nica
* Porfiria
» Sindrome de Pander Willi
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Diabetes gestacional

Este término se refiere a la hiperglucemia que se descubre durante el
embarazo y ocurre aproximadamente entre el 2 al 5% de todas las
embarazadas, generalmente en el segundo y tercer trimestre. Se refiere al
surgimiento de intolerancia a los carbohidratos durante la gestacion y tal
anormalidad cesa al terminar el embarazo aunque algunas de estas pacientes
llegan a desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (30 a 60%) en los siguientes 5y 10
afos (Islas, 2002; Figueroa, 2003; Ceballos 2005; Aschner, 2006)

1.3 FACTORES DE RIESGO

Factores de riesgo es un término moderno que combina un concepto clasico de
causa directa de enfermedad con conceptos mas recientes de probabilidad,
prediccion y prondstico. Los factores de riesgo para diabetes mellitus los
podemos clasificar en modificables y no modificables. En la tabla 3 se

mencionan los factores de riesgo de acuerdo a la clasificacion.

TABLA 3. FACTORES DE RIESGO PARA DIABETES MELLITUS.
No modificables

-Edad (es independiente)
-Herencia genética: antecedente de diabetes mellitus en un familiar de
primer grado (padres, hermanos o hijos)

Modificables

-Peso

-Sedentarismo

-Tabaquismo

-Manejo inadecuado del
estrés

-Habitos inadecuados de
alimentacion

-Estilo de vida contrario a

su salud

-Indice de masa corporal = 27 kg/m2 en
hombres y = 25 kg/m2 en mujeres

-indice cintura-cadera = 0.9 en hombres y
2 0.8 en mujeres
-Presion arterial con cifras = 140/90
mmHg

-Triglicéridos = 150 mg/dl

-HDL de colesterol < 35 mg/dl

Modificada de Alpizar 2001.
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Los factores modificables son los que més preocupan al médico en su préctica
diaria, ya que si se logra incidir en ellos, ya sea por cambios en el estilo de vida
o por intervencion farmacologica, se puede disminuir la probabilidad de que la
enfermedad se manifieste o bien se retarde su aparicion y se modifique la
evolucion desfavorable hacia complicaciones microvasculares (retinopatia,
nefropatia o neuropatia periférica, etc.) y macrovasculares (miocardiopatias,
ataques cerebrovasculares o enfermedades vasculares periféricas, etc.)
(Alpizar, 2001; Aschner, 2006).

SINDROME DE DISFUNCION CARDIOMETABOLICA (SDC)

El Sindrome Metabdlico o SDC se define como un conjunto de factores de
riesgo para diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular (ECV),
caracterizado por la presencia de hiperglucemia asintomatica, hipertension,

obesidad central (abdominal) y dislipidemia.

Un paciente con una de estas afecciones, por ejemplo DM2 y obesidad
abdominal, también tendrd uno o méas de los otros factores de riesgo de ECV.
Esta agrupacion se ha llamado el cuarteto mortal y cuando el grupo de
factores de riesgo se amplia sindrome X y posteriormente Sindrome Metabdlico
(Pfreunschuch, 2002) o recientemente denominado Sindrome de Disfuncion
Cardiometabdlica (SDC) (Alpizar, 2008). En la Tabla 4 se muestran las
principales caracteristicas de esta afeccion.

Esta bien documentado que los demas elementos del SDC pueden presentarse
hasta 10 afios antes del diagndstico de la DM2. Esto tiene gran importancia con
relacion a nuestra comprension de la etiologia de la DM2 y el riesgo de ECV,
morbilidad y mortalidad asociadas. En otras palabras, el riesgo y el proceso
patogénico de la ECV se inicia muchos afios antes de que se manifieste la

intolerancia hacia la glucosa (Alpizar, 2001).
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TABLA 4. COMPARACION DE LAS DEFINICIONES CLINICAS ACTUALES
DEL SINDROME METABOLICO.

OMS

NCEP ATP IlI

AACE

Resistencia a la insulina
identificada para
cualquiera de los

siguientes:
* DMS tipo 2
* Glucosa en ayuno
alterada
* Tolerancia de la glucosa
Alterada.

Cualquiera de los
siguientes:
* Hipertension (= 140/90)
* Triglicéridos en plasma
= 150 mg/dL o colesterol
HDL <35 mg/dL en
hombres 0 <39 mg/dL en
mujeres
* IMC >30 kg/m2 e indice
cintura -cadera> 0.9 en
hombres y > 0.85 en
mujeres

* Microalbuminuria

Un minimo de tres de los
siguientes cinco criterios:
1. Circunferencia en
cintura:

* Hombres = 102cm
* Mujeres = 88 cm
2. Triglicéridos = 150
mg/dL
3. Colesterol HDL:

* Hombres <30 mg/dL
* Mujeres < 50 mg/dL
4. Hipertension = 130/85
0 medicacion
antihipertensiva
5. Glucosa en ayuno =
100 mg/dL.

Glucosa postprandial a
las
dos horas =140 mg/dL
Glucosa en ayuno 110-
126 mg/dL
IMC =25 kg/m2
Triglicéridos = 150 mg/dL
Colesterol HDL:
* Hombres < 40 mg/dL
* Mujeres <50 mg/dL
Hipertensién = 130/85

mmHg

Otros factores
relacionados:

* Historia familiar de DM
tipo 2, hipertension o
ECV
* Poliquistosis ovarica
» Sedentarismo
» Grupos étnicos de alto
riesgo
» Higado graso no

alcohdlico

» Acantosis nigricans

* (NCEP ATP Ill) Programa Nacional de Educaciéon en Colesterol y panel de

tratamiento para adultos Ill. (AACE) Asociacion americana de endocrinologia

clinica. Tomado de Alpizar, 2008.

25



1.4 ETIOLOGIA

1.4.1 Diabetes tipo 1

Existen dos subtipos, la autoinmunitaria y la idiopatica.

A. Diabetes mediada por procesos inmunes
Este tipo de diabetes es causada por una destruccion autoinmune de las
células beta pancreaticas; la susceptibilidad genética y los factores
ambientales, entre los que destacan estudios epidemioldgicos demuestran que
el factor geografico influye en la incidencia de la enfermedad. Representa la
mayoria de los casos con DM tipo 1 y aunque lo comudn es que comience en
nifios o adultos jévenes, puede ocurrir a cualquier edad. El comienzo suele ser
de forma brusca, con cetoacidosis, en nifios y adolescentes. Otros tienen
moderada hiperglucemia basal que puede evolucionar rapidamente a
hiperglucemia severa y/o cetoacidosis en presencia de infeccion o estrés. Estos
individuos pueden volverse eventualmente dependientes de la insulina.
Habitualmente el peso es normal o por debajo de lo normal ademas de que
estos pacientes son propensos a otras alteraciones autoinmunes, tales como
enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, vitiligo

y anemia perniciosa (Ceballos, 2005; Méndez 2005).

El estado prediabético, que se podria definir como aquel periodo anterior a la
aparicion de los sintomas clinicos de la DM 1, que puede tener una duracion de
meses e incluso afos, en el cual se inician y desencadenan una serie de
procesos de autoinmunidad que conducen a la destruccion progresiva de la
masa de células beta, con la consecuente disminucion y posterior abolicion de
la respuesta secretora de insulina, se caracteriza por la aparicién precoz de
una serie de autoanticuerpos dirigidos contra autoantigenos (marcadores
inmunologicos): ICA (anticuerpos antiislotes), AAI (anticuerpos antiinsulina),

EMA (anticuerpos antiendomisio), AGA-A (anticuerpos antigliadina), Atgt

(anticuerpos antitransglutaminasa) (Méndez, 2005).
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Los genes clase Il estan fuertemente relacionados con la susceptibilidad
genética a la diabetes tipo 1. Los antigenos mas comunes son los DR-3 y DR-
4, con una frecuencia del 90% en diabéticos dependientes de insulina de raza
blanca y 40% en la poblacién general. Cuando un individuo presenta el DR-2
no desarrolla diabetes, por ello a este gen se le atribuye un papel protector. En
la poblacién general el riesgo a desarrollar diabetes tipo 1 es del 0.7%,
porcentaje que se incrementa 110% cuando el individuo porta los haplotipos
DR-3/DR-4 (Islas, 2002). De esta forma se puede decir que la suceptibilidad
genética para desarrollar DM 1 esta relacionada, al menos en parte con la
herencia de genes de la respuesta inmunitaria especifica asociados con el
sistema de histocompatibilidad HLA-DR/DQ del cromosoma 6, asi como con

otros genes y marcadores genéticos (Henry, 2007).

Otro factor aunque con menor asociacion de susceptibilidad genética para
diabetes mellitus tipo 1, es la presencia en el brazo corto del cromosoma 11 del
gen que codifica para insulina, con un gran polimorfismo que durante el
desarrollo embrionario afecta el tiempo de expresion de la molécula de insulina
en la célula beta o en el timo y que en su momento modifica la tolerancia
inmunoldgica a la misma. Se ha sugerido que la autoinmunidad se activa antes
de los 5 afios de edad (Islas, 2002).

Existe una predisposicion genética que en presencia de factores ambientales
desencadenantes como las infecciones virales como en la rubeola el
autoantigeno de 52 kd da lugar a una reaccion autoinmunitaria frente a
diversos autoantigenos de las células de los islotes (ICA), sobre todo la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD) (Islas, 2002; Pfreundschuch, 2002; Ministerio
de salud, 2005). Se pueden demostrar anticuerpos frente a las células
insulares, frente a GAD o frente a la insulina (menos frecuentes) mucho tiempo

antes de que exista una enfermedad clinicamente manifiesta.

B. Diabetes idiopatica
La etiologia no es conocida, sélo una minoria de pacientes con DM1 entran en
esta categoria, la mayoria son de origen africano o asiatico. Existe un fuerte
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factor hereditario, no hay fendmenos autoinmunes, y no se asocia al HLA
(Antigenos Linfocitarios Humanos). Los individuos con esta forma de diabetes
pueden tener episodios de cetoacidosis, y presentar diversos grados de
deficiencia insulinica entre los episodios. La necesidad absoluta de insulina

puede aparecer y desaparecer (Ceballos, 2005).

De manera general ambos subtipos de diabetes llegan a las mismas

alteraciones.

Alteraciones del metabolismo en la diabetes tipo 1

En el inicio de la enfermedad la hiperglucemia sélo se manifiesta
postprandialmente, debido a que en esta condicion grandes cantidades de
insulina son requeridas para mantener la homeostasis de la glucosa. A medida
que la destruccion de las células beta progresa, los niveles de insulina
decrecen produciendo un aumento de la concentracibn de glucosa en la
sangre. La falta de hormona produce la disminucién de la entrada de glucosa al
musculo y al tejido adiposo, tejidos de alta captacién de glucosa debido al
efecto potenciador de la insulina. Por otro lado en el higado la disminucion de
insulina y el exceso relativo del glucagbn produce un aumento en la
degradacion del glucégeno y un aumento de la via de glucogénesis, por lo que
se produce de esta manera un aumento adicional de glucosa sanguinea. Un
exceso en la concentracién de glucosa en sangre sobrepasa la capacidad de
reabsorcién en el riidbn y como consecuencia se pierde la glucosa por orina
(glucosuria) arrastrando consigo agua y sales, esta pérdida produce los
sintomas de poliuria y polidipsia caracteristicos de la enfermedad. La escasez
de glucosa como fuente de energia en el interior de las células da como
consecuencia la necesidad de utilizacion de grasas desde el tejido adiposo y
degradacion de proteinas principalmente musculares para la obtencién de

aminoacidos produciendo asi una pérdida de peso.

La degradacion de aminoacidos aumenta la produccién de urea y un balance
negativo de nitrégeno. Por otro lado la lipdlisis se encuentra también favorecida
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por falta de entrada de glucosa al adipocito y el aumento relativo de glucagén
produciendo un exceso en la salida de acidos grasos, parte de ellos son
utilizados por otros tejidos como combustible y/o transformados a cuerpos
cetdnicos en el higado, estos cuerpos cetdnicos representan una fuente
eficiente de energia. En la forma mas avanzada de la diabetes tipo 1, en la que
la destruccion de las células beta produce la carencia casi total de insulina, el
catabolismo del glucogeno, proteinas y en especial de lipidos, sobrepasa las
necesidades nutricionales del paciente y ocasiona un exceso de cuerpos
cetdnicos los cuales captan sodio del bicarbonato plasmatico provocando de
esta manera cetoacidosis, responsable del coma diabético. La cetoacidosis es
una caracteristica clinica diferencial entre la diabetes de tipo 1 y 2 la diferencia
radica en la cantidad de insulina producida entre los dos subtipos del
padecimiento, aparentemente la pequefia cantidad de insulina producida en la
DM2 es capaz de bloquear la produccién de acidos grasos a partir de la lipolisis

evitando la sobreproduccion de cuerpos cetonicos (Fernandez, 1996).

Con lo anterior se puede considerar que el cuadro clinico incluye:
*Hiperglucemia secundaria a la deficiencia de insulina.

* Poliuria por diuresis osmotica al incrementarse la excrecion de glucosa en la
orina por superarse el umbral renal (unos 180 mg/dl); ademas se produce sed y
aparece polidipsia.

*Pérdida de peso, por aumento de la excrecién de liquido y también por la
pérdida de calorias al eliminar la glucosa no utilizada.

*Cansancio y debilidad, porque la célula recibe menos energia en forma de
glucosa y porque se producen alteraciones electroliticas adicionales.
*Hiperlipoproteinemia secundaria (hipertrigliceridemia) a la deficiencia de
insulina; aumenta la sintesis hepatica de VLDL que se degrada menos por

accion de las lipoproteinlipasas dependientes de la insulina (Gardner, 2008).
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1.4.2 Diabetes tipo 2

Alteraciones del metabolismo en la diabetes de tipo 2

Mientras que los desarreglos metabdlicos en la diabetes de tipo 1 son
explicados facilmente por la falta de insulina, las bases metabdlicas de la
diabetes de tipo 2 no resultan tan evidentes. Una anormalidad previa al
desencadenamiento de la enfermedad es la hiperinsulinemia, la cual se
encuentra asociada a una resistencia a la insulina, es decir que la insulina a
concentraciones normales no es capaz de producir sus efectos, requiriendo
mayor cantidad de ella para obtener funcionalidad, este mecanismo
compensatorio genera que la curva de tolerancia a la glucosa en esta etapa
sea normal o cercana a los limites altos. Otra caracteristica de estos pacientes
es un contenido alto de triglicéridos plasmaticos, presion arterial elevada y
distribucion del tejido adiposo en la parte superior del cuerpo (sindrome X)
(Pfreundschuch, 2002). La diabetes sobreviene cuando las células beta
pancreaticas no son ya capaces de producir la cantidad extra de insulina para
contrarrestar los efectos de la resistencia y es en esta etapa en donde se hace
evidente la elevacion anormal de la glucosa postprandial en el avance de la
enfermedad. Es importante hacer hincapié que es esta incapacidad de la célula
beta para secretar insulina adicional el evento critico en el desarrollo de la
diabetes de tipo 2 (Fernandez, 1996). Una subsecuente disminucién de insulina
produce franca hiperglucemia tanto en ayuno como después de la ingestion de
alimentos, esta hiperglicemia a su vez produce toxicidad en las células beta

afectando aln mas su secreciéon de insulina.

En las causas de la diabetes de tipo 2 es posible que sea mas de un unico
defecto el responsable de la alteracién de la homeostasis de la glucosa en
estos pacientes (Fernandez, 1996; Alpizar, 2001; Ceballos, 2005), entre las
causas destacan los factores genéticos, pero resulta dificil definirlos por su
naturaleza poligénica, obesidad, factores metabdlicos (sobre todo
hiperglucemia), edad y actividad fisica (Pfreundschuch, 2002; Ceballos, 2005).
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Uno de los primeros eventos en la patogénesis de la diabetes de tipo 2 es la
resistencia del tejido adiposo y del masculo para incorporar a la glucosa aun en
presencia de grandes cantidades de insulina (resistencia insulinica); asi
también como una secrecidn deficiente de la insulina (Fernandez, 1996;
Alpizar, 2001).

La resistencia a la insulina reduce dramaticamente la absorcién de glucosa en
el tejido periférico, y causa una sobreproduccion de glucosa por el higado.
Ambos defectos contribuyen a mantener la hiperglucemia en pacientes con
DM2. En etapas tempranas del proceso de la enfermedad, la resistencia a la
insulina ya esta presente, y los pacientes son hiperinsulinémicos aunque no
hiperglucémicos. Sin embargo, con el tiempo los mecanismos compensatorios
fallan y los pacientes progresan a una diabetes tipo 2 manifiesta, cuyo primer
trastorno es la ausencia de la primera fase de secreciébn de la insulina
(Fernandez, 1996).

Dado que la resistencia a la insulina en el transporte de glucosa es una de las
manifestaciones iniciales en la patogénesis de este tipo de diabetes, se ha
enfocado un interés especial en el estudio de los transportadores de glucosa,;
este es el caso del transportador GLUT 4. La velocidad del transporte de la
glucosa depende del niumero de transportadores presentes en la superficie
celular. La insulina, por intermediario de las fosforilaciones producidas en su
interaccién con el receptor, favorece el movimiento de los transportadores
hacia la membrana, este incremento en numero de transportadores se ve
reflejado en un aumento de la velocidad de transporte. Considerando el
mecanismo de transporte de glucosa del transportador GLUT4, existen varias
hipotesis que podrian explicar la disminucion del transporte observada en los
pacientes diabéticos: 1) Disminucién en el nimero de transportadores, 2)
Incapacidad de los transportadores localizados intracelularmente de translocar
en respuesta a la insulina y 3) Funcion transportadora dafiada (Fernandez,
1996).
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1.4.3 Otros tipos especificos de diabetes

Como se menciono anteriormente en esta categoria se incluye a 3% de los
pacientes con diabetes mellitus, se relaciona con defectos en la secrecion
pancreatica de insulina y con interferencias para que ejerza su accion sobre las
células efectoras. Los defectos e interferencias fueron citados en el apartado
1.2 ayudando de esta forma a entender la etiologia que da origen a este

particular grupo de pacientes diabéticos.

1.4.4 Diabetes Gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DG) se produce en mujeres susceptibles de
diabetes a causa de la accion antiinsulinica de las hormonas lactégeno
placentario humano y gonadotropina coribnica humana, prolactina y cortisol
producidas por la placenta. La diabetes mellitus gestacional se presenta, por
tanto, en la segunda mitad del embarazo, a medida que aumenta el tamafio de
la placenta. La diabetes que aparece en la primera mitad del embarazo es
probable que estuviera presente previamente, pero sin ser detectada (Figueroa,
2003; Hernandez, 2005 Aschner, 2006). La diabetes gestacional puede
manejarse muchas veces solo con la dieta. Si los niveles de glucosa en sangre
estan por encima de 140mg/dl, esta indicada la terapia con insulina. Durante el
embarazo esté contraindicado el emplear agentes hipoglucemiantes orales.

La deteccion de la DG debe hacerse a toda embarazada o es imprescindible
realizarla al menos en todas las embarazadas que presenten factores de riesgo
de DG, los cuales son los siguientes: antecedentes de diabetes mellitus en
familiares de primer grado, edad materna igual o superior a 30 afios, sobrepeso
u obesidad (indice de masa corporal = 27), mortalidad perinatal inexplicada,
macrosomia fetal, malformaciones congénitas, glucosuria positiva en la primera
orina de la mafana y antecedentes de enfermedad tiroidea autoinmune

(Manual para el manejo de insulinas, 2001; Pfreundschuch, 2002).
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1.5 COMPLICACIONES

Uno de los principales peligros de la diabetes es su avance silencioso, ya que
puede ser asintomatica en etapas iniciales y cursar durante lapsos variables en
forma inadvertida. Aproximadamente de 30 a 50% de los enfermos desconoce
su enfermedad, ya porque efectivamente se encuentran asintomaticos o porque
sus signos y sintomas no han sido identificados como tales. Muchas veces
cuando el sujeto es diagnosticado con diabetes ya tiene una historia de 3 a 5
afios de complicaciones, por lo que se debe tratar de identificar a esos sujetos
en una etapa mas temprana para poder ofrecer una terapéutica mas fisiol6gica
y menos agresiva (Alpizar, 2001). Estas complicaciones estan determinadas en
muchas de las veces por los cambios fisioldgicos, forma de vida, ademas de

contemplar aspectos socioldgicos y psicoldgicos.

Los posibles mecanismos mediante los cuales la hiperglucemia produce las
complicaciones tardias son:

*Alteracion del metabolismo de los polioles, metabolismo de la glucosa a
sorbitol y fructosa con disminucién de inositol, diacilglicerol y de la actividad de
la proteinacinasa C.

* Glicosilacién no enzimética de las proteinas, sobre todo albumina, colageno,
LDL y hemoglobina, que es reversible en las primeras fases. Su nivel se
correlaciona de un modo estrecho con los niveles de glucemia (Pfreundschuch,
2002).

1.5.1 Agudas

A. HIPOGLUCEMIA

Entre las causas mas frecuentes estan, el exceso de insulina o
hipoglucemiantes orales, consumo inadecuado de alimentos, ejercicio intenso
y el consumo de alcohol, mala técnica de inyeccion de insulina, interacciones
con otros farmacos como salicilatos, sulfamidas, B-bloqueantes, enfermedades
que disminuyan las necesidades de insulina (insuficiencia renal, hepatica,
déficit hormonal) (Ceballos, 2005; Aschner, 2006).
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B. CETOACIDOSIS DIABETICA (CAD)

a) Coma cetoacidotico, sobre todo en la diabetes de tipo 1 que se suele
producir por una deficiencia de insulina. Las hormonas antagonistas de la
insulina hacen que se liberen mas triglicéridos y acidos grasos libres y el
higado produce cuerpos ceténicos sin oposicion, que ademas son menos

captados fuera del higado, lo que determina una acidosis metabdlica.

b) Coma hiperosmolar, sobre todo en diabéticos de tipo 2, cursa con aumento
de la glucemia con la consiguiente pérdida de liquidos y alteraciones
electroliticas, teniendo menos relaciéon con la deficiencia de insulina
(Pfreundschuch, 2002).

1.5.2 Crénicas

A. ATEROESCLEROSIS
La hiperglucemia por si misma, es un factor de riesgo para el desarrollo de
ateroesclerosis, acttia induciendo la modificacién de lipoproteinas (glicosilacion
de LDL), glicosilacion de las proteinas de la pared arterial, incrementa los
niveles de productos finales de la glicosilacién avanzada (AGE) y estimula la

secrecion de la insulina (Alpizar, 2001).

B. RETINOPATIA

La DM se acomparfa también de dafio en los vasos sanguineos de pequefio
calibre en la retina, dando como resultado pérdida de la vision. Se correlaciona
la presencia de complicaciones microvasculares con hiperglucemia a través de
la via de los polioles y asociada con un incremento en los AGE los cuales
pueden cambiar las caracteristicas de la matriz extracelular de células
vasculares y por lo tanto, alterar la susceptibilidad a la accion de factores de
crecimiento, que estan vinculados con enfermedad oftalmica angiogénica
(Molina, 2005).
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C. NEFROPATIA DIABETICA
La nefropatia diabética es la principal causa de muerte prematura en los
pacientes con DM, principalmente cuando presentan uremia y manifiestan
enfermedad cardiovascular. Consiste en el dafio vascular y metabdlico causado
a la unidad estructural y funcional del riibn y es la principal causa de
enfermedad renal cronica. La progresion y severidad se relaciona con el grado
de hiperglucemia, la duracion de la diabetes y la elevacion de la presién arterial

D. NEUROPATIA DIABETICA
El efecto central de dafio a la estructura del nervio es la hiperglucemia
asociada con DM, a través de un numero de posibles mecanismos, que
incluyen el aumento de la glucosa por la via de los polioles, y el aumento en la
glicosilacibn no enziméatica de las proteinas, ademas alteraciones en el
metabolismo de los &cidos grasos esenciales, las prostaglandinas y los

gangliésidos de la membrana axonal (Alpizar, 2001; Aschner, 2006).

E. PIE DIABETICO
El pie del paciente con diabetes es quiza el sitio del organismo en el que mas
se evidencia el efecto devastador de las complicaciones vasculares y
neuropaticas, que se presentan en mayor o menor grado a lo largo de la
evolucion de la enfermedad y constituye una de las principales causas de
amputacion, asi como de morbimortalidad e incapacidad fisica en nuestro pais,

causando graves repercusiones econémicas y sociales.

1.5.3 Otras complicaciones en la diabetes

INFECCIONES

Los pacientes con un deficiente control de la diabetes tienen una mayor
predisposicion a desarrollar infecciones bacterianas, en particular
micobacterias y anaerobios y micoticas. La infeccion de las vias urinarias es la
mas comun, mas frecuente en gente con diabetes que en los que no la

padecen (Alpizar, 2001).
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COMPLICACIONES EN EL EMBARAZO

Si la madre permanece con cifras de glucosa sanguinea altas, el feto también
estarq expuesto a una hiperglucemia sostenida o a pulsos intermitentes de
glucosa elevada. Este fendmeno es principalmente peligroso en la etapa de la
organogénesis (de la segunda a la octava semana de gestacion), ya que es
durante este tiempo cuando ocurre la formacion de érganos internos, como el
corazon, rifiones, cerebro y esqueleto, estructuras por demas sensibles a las
concentraciones altas de glucosa. Esto explica la presencia de malformaciones
adquiridas; la incidencia de malformaciones en los hijos de mujeres diabéticas
es, del 6% al 13%, la cual es dos o tres veces superior a la observada en la

poblacion en general.

1.6 TRATAMIENTO

Por ser una enfermedad incurable, los diabéticos deben recibir tratamiento
durante toda su vida. Esto determina que una gran parte de ellos, en el
transcurso del tiempo, manifiesten una baja adherencia al tratamiento, lo que
conduce a un deficiente control metabdlico de la enfermedad. Solo una
pequefia fraccion de los afectados acude regularmente a los servicios de salud
y de éstos entre el 25 y el 40% logra el control metabdlico de la enfermedad
(Manual para el manejo de las insulinas, 2001).

Los objetivos de tratamiento van encaminados a aliviar y prevenir tanto los
sintomas como las complicaciones de la diabetes:

* Lograr el bienestar de los pacientes con diabetes mellitus e intolerancia a la
glucosa, aliviando y previniendo los sintomas de la hiper e hipoglucemia.

» Evitar o retardar las complicaciones de la diabetes mellitus, logrando un
control metabdlico éptimo y una reduccion de los factores de riesgo
cardiovascular para cada paciente. Esto incluye el peso corporal, los lipidos y la
presion arterial, asi como los niveles de glucosa en sangre. Dejar de fumar es
vital.

» Detectar el desarrollo precoz de complicaciones, para poder instaurar el

tratamiento en el momento adecuado (Aschner, 2006).
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Para tratar a los pacientes diabéticos los médicos se auxilian en primera
instancia de un tratamiento no farmacoldgico con el cual se busca controlar
simultdneamente la mayoria de los problemas metabdlicos de la persona, este
tratamiento comprende tres aspectos basicos: plan de alimentacién, ejercicio

fisico y h&bitos saludables.

El otro tipo de de tratamiento es el farmacoldgico, también es referente al tipo
de diabetes que se desarrolla, en los dos tipos principales la DM 1 es tratada
con insulina y la DM2 con tratamiento en el cual se incluye, agentes
hipoglucemiantes orales (secretagogos de insulina como nateglinida,
sulfonilureas), antihiperglucemiantes (inhibidores de las «a-glucosidasas,
biguanidas), sensibilizadores de la insulina (tiazoldinedionas), insulina y terapia
combinada.

Cada uno de ellos al igual que el tratamiento no farmacolégico debe ser
dosificado y acondicionado para cada tipo de paciente y de las condiciones de
este. Para lograr un tratamiento farmacoldgico exitoso debe tomarse como
base la participacion activa del enfermo y del personal médico cuidando la
regularidad y la flexibilidad requeridas para administrar el tipo y cantidad de

medicamentos segun la evolucion de la enfermedad.

1.7 CONTROL

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

valoracion.

El control y tratamiento adecuado, asi como la prevencién, deberan convertirse
en pilares que eviten el desarrollo de las complicaciones. Las acciones de
prevencion deben ejecutarse, no solo a través de actividades médicas, sino
también con la participacion y compromiso de la comunidad y autoridades
sanitarias utilizando los medios de comunicacion masivos existentes en cada
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region (radio, prensa, TV, etc.), a través de sus acciones, obtener impactos en
la salud del paciente con factores de riesgo asociados a diabetes mellitus o
quienes ya la padecen. La poblacién debe ser educada para que conserve su
peso ideal y se realice la deteccion periddica de la enfermedad y que, en el
caso de presentarla y detectarla a tiempo, el efecto de las medidas preventivas,

como son el tratamiento y la vigilancia perioddica, tienen mayor impacto.

Por mucho tiempo el estandar de referencia para el diagndstico de la diabetes
fue la prueba de tolerancia oral a la glucosa, sin embargo esta prueba es
inconveniente para los pacientes que ya han desarrollado la enfermedad pues
puede provocar un choque hiperglucémico, por lo que ya no es muy usada en
la actualidad, sin embargo algunos médicos la siguen solicitando. De manera
general los estudios realizados para evaluar si se lleva buen control y
tratamiento adecuado son: la determinacion de glucosa en orina, en suero y en
sangre total y el estudio de hemoglobina glicosilada, asi también la
determinacién de un perfil de lipidos, un EGO y urocultivos si es necesario, y

aguellas pruebas que el especialista crea necesario.

La concentracion de glucosa en suero fluctia a lo largo del tiempo. La pruebas
de glucosa en suero proveen soOlo un pequefio momento del estado de la
glucemia por lo tanto las pruebas de glucosa en sangre, suero o plasma Unicas
0 muy espaciadas en tiempo, no son utiles en el control a largo plazo de la
glucosa (Aschner, 2006). En cambio la prueba de hemoglobina glicosilada, es

una prueba considerada como control a largo plazo.

Los estudios de autoanalisis de glucosa en sangre realizados por el propio
paciente en el hogar proporcionan una informacion valiosa acerca del estado
metabdlico actual que podia resultar en un aumento en el nivel de
responsabilidad personal con la enfermedad, mejorando asi la adherencia al

tratamiento y permitiendo el mantenimiento de un buen control diabético.

Obtener un adecuado control glucémico depende de una serie de factores,
entre los cuales uno de los principales es conocer los niveles de glucosa a
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diferentes tiempos, por lo que las determinaciones realizadas por el propio
paciente son de suma importancia. La frecuencia de las mediciones depende
del tipo de diabetes y del grado de control de la glucosa sanguinea que se
desee alcanzar, este automonitoreo se hace a través de aparatos llamados

glucometros (Barrdn, 2000).

Es evidente también que la diabetes mellitus tipo 2 y la gestacional, son dos
padecimientos cada vez mas frecuentes en mujeres en edad reproductiva y, en
consecuencia, las complicaciones inherentes en la diada madre-hijo. Por lo
tanto, es fundamental llevar un control estricto de la glucemia durante el
embarazo a través de mejorar los habitos alimentarios e incrementar la
actividad fisica. En el caso de mujeres en quienes se haya encontrado una
hemoglobina glicosilada (prueba de control) anormal, es necesario realizar
pruebas de tolerancia a la glucosa durante las seis primeras semanas del

postparto, para asegurarnos que la alteracion ha desaparecido (Gémez, 2005).

1.8 PRUEBAS DE DIAGNOSTICO (METODOS DE EVALUACION DEL
CONTROL DIABETICO)

Las pruebas de laboratorio son un instrumento valioso tanto en el diagndstico
médico como en la investigacién epidemioldgica, de esta forma no sélo deben
cumplir criterios de calidad analitica sino también tener relevancia clinica
(Méndez, 2007). Los siguientes criterios son las recomendaciones mas
recientes de un comité internacional de expertos en diabetes que revisaron los
criterios de diagndsticos previos. El diagndéstico de diabetes puede basarse en

cualquiera de estos criterios pero debe confirmarse con estudios posteriores.

El primer diagndstico se realiza cuando el paciente presenta sintomas, como
orinar con frecuencia y sentir mucha hambre y sed. Si a este individuo se le
hace una toma de sangre a cualquier hora del dia, seguramente el nivel de su
azucar sera superior a los 200 miligramos por decilitro (mg/dl). Si es asi, se

considera que padece diabetes.
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El segundo diagnostico se lleva a cabo cuando el paciente no muestra
sintomas, pero tiene una fuerte herencia familiar. Se realiza una medicion de
glucosa en ayunas (ayuno nocturno de al menos 8 horas), y si el resultado es
igual o mayor a 126 mg/dl (7 mmol/L), por lo menos en dos ocasiones, es

posible sospechar el diagndstico.

El tercer diagnostico es tener concentraciones plasmaticas de glucosa 2h
después de una prueba de tolerancia a la glucosa con 75g de glucosa por via
oral, con resultado mayor de 200 mg/dl (11.1 mmol/L) (Islas, 2002; Ministerio
de salud, 2005; Gardner, 2008).

Las pruebas de laboratorio aunque permitan hacer diagnosticos de mayor
validez, no estan exentas de error (3%); una de las fuentes de variabilidad
pueden ser las discrepancias tanto biol6gicas como analiticas entre los
laboratorios (Méndez, 2007), sin embargo cada uno de ellos trabaja para

ofrecer un servicio de calidad y confianza a los pacientes.

1.8.1 Pruebas de Glucosa Sanguinea

DETERMINACION DE GLUCOSA

El rango normal de glucosa plasmatica o sérica en ayuno es 70 a 110 mg/d
(3.9 a 6.1mmol/L). El objetivo de esta determinacion es descubrir alteraciones
en el metabolismo de la glucosa, principalmente la diabetes, y se usa como
auxiliar para indicar el tratamiento de la misma. Existen diferentes métodos de
laboratorio para realizar las determinaciones de glucosa en sangre, suero o
plasma y es de suma importancia que el médico conozca la técnica a través de
la cual se realiza, ya que actualmente los métodos que utilizan O-toluidina o
gue dependen de la deteccion de sustancias reducidas en la sangre han sido
reemplazados por métodos enzimaticos mas especificos, que utilizan, por
ejemplo, de glucosa oxidasa, glucosa deshidrogenasa o hexocinasa (lIslas,
2002).
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¢ O- TOLUIDINA
La o-toluidina reacciona especificamente con las aldohexosas en solucion
acética caliente, para formar una mezcla en equilibrio de glicosilamina y la
correspondiente base de Schiff. El color verde formado es proporcional a la

concentracion de glucosa presente.

¢ GLUCOSA — OXIDASA
La glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa, liberando peroxido de hidrégeno,
este reacciona con fenol y 4-aminoantipirina en presencia de peroxidasa,
dando un colorante rojo violeta de antipirilguinonimina en cantidad proporcional

a la glucosa presente en la muestra (Systems (Insert Package), 2007).

Glucosa + O, + H,O Glucosa oxidasa,  Acido gluconico + H,0,

H,O, + Fenol + 4-Aminoantipirina peroxidasi> H,O + Quinona — Leer a
500nm

Se puede evaluar la eficiencia del metabolismo de glucosa cuantificando los

niveles de glucosa en sangre luego de una carga de glucosa oral.

PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Es importante recordar que en casos ligeros de diabetes la glucosa sanguinea
puede estar dentro de los limites normales, por consiguiente, en cualquiera de
los casos que se sospecha de diabetes se ordena una prueba de tolerancia a
la glucosa la cual no esta generalmente reconocida para un uso rutinario en el
diagnostico de la diabetes; en caso de ser usada, se recomienda el
procedimiento descrito por la OMS (1985) y que se describirA enseguida
(Henry, 2007):

El propésito de esta prueba es saber en que forma el organismo maneja una
dosis fija de glucosa administrada. En una persona sana, la respuesta de la
insulina a una dosis grande de glucosa por via bucal es casi inmediata,
alcanzando el maximo de los 30 a 60 minutos y regresando al valor normal en

dos o tres horas. La tolerancia a la glucosa implica que luego de esta carga no
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se observe glucosa en la orina (glucosuria) y que la glucosa en sangre siga una
curva tipica a la largo del tiempo (Fig. 4) (Systems (Insert Package), 2007).

350 T
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-
T 250 ¢ —&— normal
(@]
£ 200 ¥ —B— dafio hepético
® 150 + diabetes ligera
o .
S 100 diabetes severa
@ 501

0 f f f i
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minutos después
de laingestién

FIGURA 4. Curva de tolerancia promedio después de la ingestion de glucosa.

Preparacion del paciente: El andlisis se lleva a cabo por la mafiana, después
de tres dias de dieta sin restricciones o dieta de al menos 150-200g de
carbohidratos al dia en 3 dias previos a la prueba (Gardner, 2008), y ayuno
previo de 10 a 14h e interrupciéon del consumo de medicamentos que puedan

alterar los valores de la glucemia (minimo 12h previas) (Islas, 2002).

Técnica para la realizacion de esta prueba:

El paciente debe ingerir 75g de glucosa anhidra (adultos) o bien 3 frascos de
25¢g cada uno de solucién glucosada a 50%, diluida en 300 ml de agua, (en los
nifios se les administra 1.75g de glucosa por kg de peso), en un periodo de
tiempo no mayor de 5 minutos, y se miden sus niveles de azucar cada 30
minutos, siendo determinante el valor tomado a las 2 horas, ya que si excede
los 200 mg/dI, se establece que padece diabetes. Cuando oscila entre los 140 y
200 mg/dl, se dice que es intolerante a la glucosa, que es la fase previa a la
enfermedad (Alpizar, 2001; Islas, 2002; Gardner, 2008). En fechas recientes un
comité internacional de diabetélogos recomendd simplificar la prueba de
tolerancia a la glucosa para solicitar s6lo una medicion de ayuno nocturno y

otra medicion 2h después de la administracion de una carga de glucosa oral
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estandar de 75g (Tabla 5). Ya no se necesita la toma de muestras a los 30, 60
y 90 min (Gardner, 2008).

TABLA 5. CRITERIOS DEL COMITE EXPERTO EN DIABETES PARA LA
VALORACION DE LA PRUEBA ESTANDAR DE TOLERANCIA A LA
GLUCOSA ORAL.

Tolerancia normal Intolerancia a la Diabetes

alaglucosa glucosa mellitus
Glucosa plasmatica en ayuno <110 110 a 125 > 126
(mg/dL)
2h después de la administracion <140 2140 a 199 =200

de una carga de glucosa (mg/dL)

Tomado de Gardner 2008.

No debe realizarse esta prueba en las siguientes circunstancias:

1. Hiperglucemia en ayuno

2. Pacientes hospitalizados gravemente enfermos o en reposo prolongado
3. Estrés agudo

Esta prueba también ayuda a identificar a la poblacion en riesgo para la
enfermedad cardiovascular que no es identificada en la glucemia en ayuno
(Figueroa, 2003).

La interpretacion de la prueba de tolerancia a la glucosa puede alterarse por
ciertos farmacos como los diuréticos, acido nicotinico, agentes bloqueadores
B-adrenérgicos, asi como dosis elevadas de algunas hormonas. También otras
condiciones clinicas que pueden estar asociadas con un resultado anormal de
tolerancia a la glucosa fuera de la diabetes son las siguientes: ingestion de
carbohidratos disminuida en los dias anteriores a la prueba, insuficiencia
hepética severa, enfermedades crénicas con desnutricion (alcoholismo,
uremia), inactividad fisica prolongada (mas de 72 horas en cama), estrés agudo
(fiebre, trauma, cirugia mayor), enfermedades endocrinas (acromegalia,

insulinoma, glucagonoma entre otras) y uso de drogas (Systems, 2007).
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1.8.2 Otras determinaciones importantes

Las mediciones de glucosa en plasma o en sangre total en muestras obtenidas
en ayuno y después de la administracion de glucosa son muy importantes para
valorar al paciente diabético, asi como las pruebas de glucosa y cuerpos
cetdnicos en orina. Las pruebas de hemoglobina glicosilada han probado su
utilidad en la valoracion inicial y para establecer la eficacia del tratamiento. En
ciertas circunstancias, la medicion de las concentraciones de insulina o de
péptido C y de otras hormonas que participan en la homeostasis de
carbohidratos pueden ser utiles (Barron, 2000; Islas, 2002; Méndez, 2005;
Gardner, 2008). En vista del aumento de riesgo de aterosclerosis en diabéticos,
puede ser de utilidad la medicion de triglicéridos y colesterol sérico (incluyendo
su fraccion benéfica HDL) a partir de estas tres mediciones, puede estimarse la
concentracion de la fraccion de colesterol LDL.

HEMOGLOBINA GLICOSILADA

La medicion de la hemoglobina glicosilada resulta de gran importancia en la
supervision y control glucémico en el paciente con diabetes. La prueba revela

el control a largo plazo de su glucosa.

EXAMEN GENERAL DE ORINA

Glucosuria

La magnitud de la glucosuria depende de la carga de glucosa filtrada en
glomérulo, de la velocidad de filtracion glomerular y de la maxima reabsorcion
tubular de glucosa en tabulo proximal. En condiciones de filtracion glomerular
normal, la concentracién de glucosa sanguinea que corresponde al minimo
umbral de reabsorcién (umbral renal de glucosa) es de 175 a 200 mg/ dL (9.7 a
11-1mmol/L) (Barrén, 2000). La glucosuria se presenta cuando los niveles de

glucosa en sangre exceden los 180 mg/dl y desde este rango las
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concentraciones de glucosa en orina deben ser proporcionales a la
hiperglucemia (Islas, 2002; Ceballos, 2005).

Actualmente se encuentran disponibles varios productos comerciales para
establecer la presencia y la cantidad de glucosa en orina, los cuales son
rapidos, convenientes y especificos para glucosa. Uno de los mas conocidos
son tiras de papel (Clinistix, TesTape) impregnado con enzimas (oxidasa de
glucosa y peroxidasa de hidrégeno) y un colorante cromdgeno que es incoloro
en estado reducido, la Glc oxidada por la Glucosa oxidasa cataliza la formacién
de acido glucurénico y de peréxido de hidrégeno, este ultimo libera neo-
ecotipos de oxido bajo la funciébn de peroxidasa y ésta oxida al yoduro de
potasio provocando un cambio de coloracién. Estas tiras reactivas son
sensibles a concentraciones tan bajas de glucosa como 0.1 % (100 mg/dL),
pero no reaccionan con las cantidades menores de glucosa que se encuentran
en condiciones normales en la orina de personas no diabéticas (Islas, 2002;
Gardner, 2008).

A pesar de ser una prueba barata hay aspectos que indican que la prueba en
orina es poco confiable y conduce a conclusiones erréneas (Islas, 2002) debido
a que el umbral renal es alto en algunos individuos diabéticos por largo tiempo
y cambia en el mismo individuo a través del tiempo; la ingesta de liquidos y la
concentracion de orina afectan los resultados y que el resultado no refleja el
nivel de glucosa en el momento de la toma sino el promedio en el tiempo en el
cual se acumulé en la vejiga. Ademas pueden obtenerse resultados falsos
negativos en presencia de agentes reductores potentes (acido acetilsalicilico o
acido ascorbico) con oxidacion de la sustancia cromoégena (Islas, 2002;
Gardner, 2008).

Cetonuria

Si bien la determinacion de glucosa en orina ha sido totalmente sustituida por la
determinacién de glucosa en sangre, la determinacion de cetonas en orina
continda aportando una informacion critica de gran valor (Islas, 2002).
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En ausencia de insulina adecuada, se forman y excretan en la orina tres
principales cuerpos ceténicos, acido p-hidroxibutirico, acido acetoacético y
acetona. Se dispone de productos comerciales para valorar la presencia de
cetonas en orina. Las tabletas o tiras utilizan reaccion de nitroprusiato, que
mide s6lo acetona y acetoacetato. Si bien, estas pruebas no detectan &cido p-
hidroxibutirico, que cuantitativamente es el cuerpo cetonico mas importante, la
estimacion semicuantitativa de los otros cuerpos suele ser adecuada para la

valoracion clinica de la cetonuria (Islas, 2002; Gardner, 2008).

Es importante sefialar que se han comunicado falsos positivos con los
reactivos de nitroprusiato cuando los pacientes reciben medicamentos con
sulfhidrilos como captopril y la exposicion al aire produce falsos negativos
(Islas, 2002). Otros trastornos, que pueden causar la aparicion de cuerpos
ceténicos incluyen inanicion, dietas con alto contenido en grasas, cetoacidosis
alcoholica, fiebre, y otros trastornos en los que se incrementan las

necesidades metabdlicas.

Proteinuria y Microalbuminuria

La proteinuria se detecta en los examenes sistematicos de orina con tira
reactiva, y con frecuencia es la sefial de las complicaciones renales de la
diabetes. Si se detecta proteinuria, debe analizarse una muestra de orina de
24h para cuantificar el grado de ésta, las personas sanas excretan < 30 mg de

proteina por dia (Gardner, 2008).

La proteinuria clinica se define como la excrecion urinaria de proteinas totales
en concentracion mayor de 0.5g/24 horas, y se presenta con grandes
variaciones étnicas en aproximadamente 35% de los pacientes con diabetes
tipo 1 y en 10% de los de tipo 2. Su presencia puede significar insuficiencia
renal en etapa terminal. En particular y desde el punto de vista de la cantidad
de albumina que se excreta por la orina se puede clasificar en

normoalbuminuria (2.5 a 30 mg/24 horas), microalbuminuria (30 a 300 mg/24
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horas) y albuminuria clinica (mayor de 300 mg/24 horas) (Barrén, 2000; Manual

para el manejo de insulinas, 2001).

Microalbuminuria es un término acufiado para definir la cantidad de albumina
gue se excreta por la orina, ligeramente por arriba de les valores normales,
pero con cifras por debajo de las que se obtienen con métodos
semicuantitativos y habituales del laboratorio. En pacientes con diabetes
mellitus se considera como un signo de nefropatia la cual evoluciona por
varias fases interconectadas: a) Una fase temprana de anormalidades
fisiolégicas de la funcion renal conocida como de microalbuminuria b) una fase
clinica con proteinuria persistente y c¢) una etapa final de insuficiencia renal
(Barron, 2000; Islas, 2002).

LIPOPROTEINAS EN DIABETES

Las concentraciones de lipoproteinas circulantes dependen de concentraciones
y accién normales de insulina, al igual que de glucosa plasmatica. En la
diabetes tipo 1, el control en forma moderada deficiente de la hiperglucemia se
asocia sélo con una ligera elevacion de colesterol LDL (lipoproteinas de baja
densidad) y triglicéridos séricos y poco o ningun cambio en colesterol HDL

(lipoproteinas de alta densidad).

Una vez que se corrige la hiperglucemia, las concentraciones de lipoproteinas
por lo general son normales. Sin embargo, en pacientes obesos con diabetes
tipo 2 con “dislipidemia diabética” es caracteristico el sindrome de resistencia a
la insulina. Sus caracteristicas son concentracion sérica elevada de triglicéridos
(300 a 400 mg/dL), concentraciones de colesterol HDL bajas (menor de 30
mg/dL) y un cambio cualitativo en las particulas LDL que producen LDL menos
densas, cuya membrana transporta cantidades supranormales de colesterol
libre (Gardner, 2008).
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CAPITULO 2. HEMOGLOBINA
2.1 GENERALIDADES.

La hemoglobina ha jugado un papel histérico en la quimica, la biologia y la
medicina. En 1849 se convirti6 en la primera proteina en ser cristalizada y
asociada con una funcion fisiolégica especifica. En 1862, Felix Seyler
descubrié el espectro de color caracteristico de la hemoglobina y prob6 que
ésta era la sustancia que realmente daba el color a la sangre. Después de su
descubrimiento, comenzé la investigacion sobre la reaccion de la hemoglobina
con el oxigeno (Turgeon, 2006). En 1958 se convirtié en la primera proteina
eucariota en ser sintetizada in vitro, y su estructura se establecié en 1960. El
ARN mensajero de la globina fue el primer mensajero eucariota en ser aislado

y en tener una secuencia nucleotica determinada (Pefiuela, 2005).

La hemoglobina tiene como peso molecular 68,000 daltons, comprende 4
cadenas de aminoéacidos, cada una unida a un componente hemo. Son las
moléculas del grupo hemo la que le imparten al eritrocito la caracteristica de
color rojo. La molécula de la hemoglobina se encuentra espacialmente
organizada, como otras proteinas, en diferentes niveles estructurales de

uniones moleculares (Fig. 5) (Carrillo, 2000).

& |

€D

Hemoglobina

FIGURA 5. Diferentes niveles estructurales de uniones moleculares en la
hemoglobina (estructura primaria, secundaria, terciaria, cuaternaria. Tomado de
Hemoglobina glicada en http://www2.ucg.br/cbb/downloads/LABIC/Hemoglo-
binaGlicada.pdf el dia 13 de marzo de 2009.
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2.2 FUNCION

La hemoglobina (Hb) es una proteina globular, que esta presente en altas
concentraciones en los glébulos rojos y se encarga del transporte de O, del
aparato respiratorio hacia los tejidos periféricos, y el apoyo para la movilizacién
de CO, y protones (H+) de los tejidos periféricos hasta los pulmones para ser
excretados (Pefiuela, 2005; Turgeon, 2006; Brandan, 2008), mientras que los
eritrocitos a su vez tienen como funcidn transportar a la hemoglobina. Un
eritrocito maduro o adulto contendré en su interior alrededor de 640 millones de
tetrAmeros de hemoglobina (Carrillo, 2000). Los valores normales en sangre
son de 13-18 g/ dl en el hombre y 12-16 g/dl en la mujer (Brandan, 2008).

Los procesos metabdlicos dentro del eritrocito aseguran un ambiente
intracelular adecuado para la hemoglobina, que la protege de los cambios
quimicos que podrian derivar en la pérdida de su estructura nativa o su
desnaturalizacion (Turgeon, 2006). La sangre necesita de un transportador de
O, porque este gas no es suficientemente soluble en el plasma sanguineo para
satisfacer las necesidades corporales. A 37° C un litro de sangre sélo disuelve
2.3 ml de O,. Se sabe que por cada litro de sangre hay 150 gramos de Hb, y
gue cada gramo de Hb disuelve 1.34 ml de O, en total se transportan 200 ml
de O, por litro de sangre. Esto es, 87 veces mas de lo que el plasma solo
podria transportar. Sin un transportador de O, como la Hb, la sangre tendria
que circular 87 veces mas rapido para satisfacer las necesidades corporales
(Pefiuela, 2005; Henry, 2007; Brandan, 2008).

2.3 TIPOS DE HEMOGLOBINA

2.3.1 Tipos de hemoglobina normal

En individuos normales, 97% de la hemoglobina consiste en dos cadenas alfa y
dos beta y es llamada Hb A; aproximadamente 2% de la hemoglobina contiene
dos cadenas alfa y dos delta Hb A2, una variante normal; otro tipo es 1%
hemoglobina fetal (HbF) la cual esta compuesta por dos cadenas alfa y dos

gama (Mayer, 1998), y antes del nacimiento también esta la hemoglobina
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embrionaria (Turgeon, 2006; Henry, 2007; Hemoglobina glicosilada en
www.rochediagnostics.com.ar...). Cada una de estos tipos de hemoglobina
tiene una composicion distintiva de cadenas polipeptidicas (Tabla 6). Se han
identificado muchos otros tipos de hemoglobina, de esta forma se altera la
proporcion de la normal, pero se conocen como hemoglobinas variantes o

anormales (Turgeon, 2006).

TABLA 6. COMPOSICION Y PROPORCION DE LAS HEMOGLOBINAS
HUMANAS.

Nominacion Composicién Proporcian
adultos (%) neonatos (%)

HbA o, 97 20
HbA, g 25 05
HbF o, <1 &0

Tomado de Pefuela, 2005.

Hemoglobinas embrionarias

Las hemoglobinas embrionarias son hemoglobinas primitivas formadas por
eritrocitos inmaduros en el saco vitelino. Estas hemoglobinas incluyen los tipos
Gower 1(£2¢2), Gower ll(a2e2) y Portland (£2y2) (Henry, 2007). Se encuentran
en el embrién humano y persisten hasta alrededor de la duodécima semana de

gestacion (Turgeon, 2006; Brandan, 2008).

Hemoglobina fetal

La hemoglobina fetal (Hb F) es la variedad predominante en el feto y el recién
nacido. Este tipo de hemoglobina tiene dos cadenas o y dos y (Pefuela, 2005;
Brandan, 2008). Las cadenas vy tienen 146 aminoacidos, al igual que las j; no
obstante, las cadenas y difieren de las . Existen dos tipos de cadenas y que
s6lo se diferencian en un aminoacido. Puede haber alanina o glicina en la

posicién 136 de los aminoacidos (Turgeon, 2006).

Al momento del nacimiento, la Hb F representa del 60 al 80% del total de

hemoglobina, el resto es Hb A de tipo adulto. La Hb A sustituye a la Hb F en
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forma gradual en los eritrocitos circulantes hasta que se alcanza el nivel normal
de Hb F en el adulto (menos del 2%). Este proceso ocurre hasta que
predomina la hemoglobina normal del adulto, casi siempre alrededor de los seis
meses de edad, aunque es posible que persistan elevaciones ligeras durante
dos afos. En los casos anormales, la retencion de Hb F hasta la edad adulta
(15 a 30% del total de Hb) se conoce como persistencia hereditaria de Hb F. La
determinacién de la HbF se utiliza para diagnosticar talasemia, anormalidad
hereditaria que se caracteriza por anemia microcitica hipocrémica (Fischbach,
1997; Turgeon, 2006).

Hemoglobina A

La hemoglobina A es la principal hemoglobina del adulto normal. Las cadenas
de polipeptidos de la parte globinica de las moléculas son de dos tipos: dos
cadenas alfa con 141 aminoacidos y dos cadenas beta con 146 aminoacidos
cada una (Henry, 2007). En una separacién electroforética de una hemoglobina
normal en el adulto se evidencié que aproximadamente un 2% consiste en
HbA2, menos del 1% de HbF y el 97% restante HbA (Fig. 6) (Stanley, 1985).

Se incrementa en
acientes con
-Talasemia,

mientras la HbAlc se

reduce.

En este caso la GHb

debe medirse

HbA
Hb adulto (aBR)

e HbAO HbA1 Glicosilada
glicosilada

-Hemoglobina glicosilada
Concentracion -Utilizada desde hace 20

%] bajad anos para el control de la
A;ngi]?b:e H'1 b H'1 E Glucemia con HPLC

FIGURA 6. Hemoglobinas humanas. Tomado de Hemoglobina glicosilada en
www.rochediagnostics.com.ar/.../Hemoglobina%20Glicosilada%20EL%20MAR

CADOR%20DE%?2... el dia 17 de marzo de 2009
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Hemoglobina Al

Una fraccién de la hemoglobina A normal es la hemoglobina Al. Esta fraccidn
puede denominarse hemoglobina glicosilada e incluye las fracciones separadas
de hemoglobina Ala, Alb y Alc; esta ultima tiene la caracteristica de tener una
union con la glucosa mucho més fija y especifica (Antufia, 1995). Este tipo de
hemoglobina se forma durante la maduracion del eritrocito. Como las proteinas
son vulnerables a la modificacion después de su sintesis en los ribosomas,
esta modificacion adquiere la forma de glicosilacion de la hemoglobina en las

personas hiperglucémicas (Turgeon, 2006).

La hemoglobina glicosilada es una hemoglobina estable con estructura igual a
la hemoglobina A, excepto por la adicion de un grupo carbohidrato en la valina
terminal de la cadena . La concentracion de hemoglobina Al es de 3 a 6% en
las personas normales y de 6 a 12% en los diabéticos dependientes y no
dependientes de insulina (Turgeon, 2006). La evaluacion de HbG tiene una
clara ventaja sobre el andlisis directo de la glucosa debido a que la medicién de
hemoglobina glicosilada esta libre de las amplias fluctuaciones que se
observan durante el andlisis de glucosa en sangre. Estas variaciones dependen
de diversos factores como el momento del dia, el consumo de alimentos y la

actividad fisica (Hemoglobina glicosilada www.rochediagnostics.com.ar...).

Hemoglobina A2

Aunque la hemoglobina predominante en el adulto es la variedad A (95 a 97%),
el tipo A2 también se encuentra en pequefias cantidades (2 a 3%). La
hemoglobina A se compone de dos cadenas polipeptidicas o y dos B. La
hemoglobina A2 se compone de dos cadenas o y dos cadenas d. Las cadenas
d difieren de las  en ocho de los 146 aminoacidos. La sintesis de las cadenas
d comienza durante la etapa tardia del desarrollo fetal y el nivel de A2 aumenta
durante el primer afio de edad hasta alcanzar el nivel del adulto (Pefiuela,
2005; Turgeon, 2006).
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2.3.2 Formas derivadas de la hemoglobina

La diferencia de estas con respecto a la hemoglobina normal radica solo en la

molécula que sustituye al oxigeno (Turgeon, 2006).

Carboxihemoglobina

El mondxido de carbono, como es un gas estable a temperaturas fisioldgicas,
se difunde a través de la membrana capilar alveolar y se une a la hemoglobina
y otras hemoproteinas como mioglobina y oxidasa de citocromo (Turgeon,
2006). La hemoglobina tiene la capacidad de combinarse con monoxido de
carbono en la misma proporcién que con el oxigeno, pero la afinidad de la
molécula de hemoglobina por el monéxido de carbono es 210 veces mayor.
Esta mayor afinidad determina que se una con la hemoglobina para formar
carboxihemoglobina aun cuando la concentracion de monodxido de carbono sea
muy baja. La carboxihemoglobina al desplazar al oxigeno causa hipoxia tisular
(Turgeon, 2006; Henry, 2007).

Sulfahemoglobina

Esta variante de la hemoglobina contiene azufre (Turgeon, 2006). Durante la
oxidacion de la Hb, el azufre que proviene de alguna fuente, se incorpora a los
anillos hemo de la hemoglobina para formar un derivado hemocromo verde
(Henry, 2007). La sulfahemoglobina no puede transportar oxigeno, pero si
combinarse con monoxido de carbono para formar carboxisulfahemoglobina. La
concentracion de sulfahemoglobina in vivo normal es menor del 1% y pocas
veces rebasan el 10% del total de la hemoglobina. Las concentraciones altas

causan cianosis, pero por lo demas suelen ser asintomaticas (Turgeon, 2006).

Metahemoglobina

La metahemoglobina se forma cuando el hierro en la porcion Hem de la
hemoglobina desoxigenada es oxidado hasta su forma férrica, en lugar de su
forma ferrosa. En la forma férrica es incapaz de combinarse con oxigeno

(Fischbach, 1997). Puede ser resultado de un defecto metabdlico o puede
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ocurrir porque la estructura de la hemoglobina es anormal a causa de un rasgo

autosémico dominante (Turgeon, 2006; Brandan, 2008).

Lo normal es que se forme hasta 2% de metahemoglobina todos los dias. La
cianosis aparece si el nivel de metahemoglobina rebasa el 10%, la hipoxia
aparece cuando los niveles son mayores de 60%. Los lactantes son mas
susceptibles a la produccion de metahemoglobina porque la hemoglobina F es
mas facil de convertir en metahemoglobina. Las cantidades elevadas de nitritos
en los alimentos, el agua o farmacos pueden aumentar los niveles de

metahemoglobina en los lactantes (Turgeon, 2006).

2.3.3 Formas variadas de la hemoglobina

En principio cualquier alteracién de la hemoglobina podria decirse que es una
hemoglobinopatia. Lo que ocurre es que se prefiere este termino para designar
a aquellas situaciones en las que la alteracion de la hemoglobina esta
producida por un simple cambio en un aminoacido de la cadena de globina, por
lo tanto, es un cambio cualitativo mientras que las talasemias también incluidas
en esta clasificacion, se refieren a las situaciones en las que hay defecto total o

parcial de la sintesis de una de las cadenas de globina (alteracion cuantitativa).

La causa mas comun de las hemoglobinopatias es la mutacion puntual, es
decir, la sustitucion de un nucleétido de ADN por otro, o que modifica el codigo
genético y puede inducir un cambio en un aminoacido de la globina resultante,
por ejemplo, la anemia de células falciformes (HbS) (Pefiuela 2005, Brandan
2008).

En la actualidad se conocen mas de 800 hemoglobinopatias, aunque no todas

producen problemas clinicos. Las hemoglobinopatias por afectacién de la

cadena beta son algo mas frecuentes que las de la alfa (Brandan 2008).
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2.4 GLICOSILACION DE LA HEMOGLOBINA

La vida media de las células rojas o eritrocitos, es de aproximadamente 120
dias y se originan en la médula Osea. La cantidad de eritrocitos que se
producen diariamente es aproximadamente igual a la cantidad de eritrocitos
que se retiran de circulacion 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
antigiiedad, iguala también al nimero de células que tienen tres dias de
antigledad y asi sucesivamente por lo que la edad promedio de los eritrocitos
de una persona en cualquier momento es de 60 dias (Antufia, 1995).

El termino glicosilacién de proteinas implica una asociacion post-traduccional
de carbohidratos con polipeptidos en una reaccion biolégica controlada por
enzimas especificas (Stanley, 1985). La glicosilacion enzimatica proteica, es
una modificacion que consiste en la union covalente de oligosacéaridos
(glicanos) a residuos de aminoacidos situados en secuencias particulares de
glicoproteinas. Los glicanos participan en el plegamiento correcto, estabilidad,
conformacion, vida media circulatoria y funcién de las proteinas, esto ultimo al
formar parte del sitio activo de la proteina o bien como elemento regulador de
la interaccion glicoproteina-ligando. Se estima que mas de la mitad de las

proteinas humanas estan glicosiladas (Martinez, 2008).

Con el paso de los afios se ha descubierto que el carbohidrato reacciona con
las proteinas in vivo por otra via, a esta via se le ha llamado reaccion de
glicosilacién no enzimatica (Stanley 1985). En 1978, el termino hemoglobina
glicosilada fue introducido para referir a una cetoamina que es un producto de
Amadori; a su vez la Joint Commision on Biochemical Nomenclature
recomienda que el termino glicacién sea usado en lugar de glicosilacion para
indicar la reaccién de algun carbohidrato con una proteina (Mayer, 1998;
Lapolla, 2005). Es asi que la palabra Glicacion refiere a la conexion

carbohidrato proteina (Henry, 2007) sin tener en cuenta la estructura o método
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de sintesis (Mayer, 1998), actualmente nos referimos a glicosilacion lo cual
significa adicién solo de glucosa y referimos hemoglobina glicada a toda las
especies de hemoglobina derivadas de la reaccion de un carbohidrato con la
valina o lisina terminal de la cadena alfa o beta de la globina (Lapolla, 2005).
Aproximadamente un 5% de la Hb A sufre la glicosilacion post-traduccional que
origina una unidon de azlcares a los residuos de serina, asparagina e
hidroxilisina. Las hemoglobinas glicosiladas se han designado como HbAla
(<1%) HbA1b (<2%) y Hb Alc (3%) (Henry, 2007).

Haciendo un poco de historia, en 1955 Kunkel y Walennius separaron la
hemoglobina humana en tres fracciones y de acuerdo a su velocidad de
migracion en una electroforesis denominaron a las fracciones obtenidas de la
manera siguiente:

- Fraccién mayor o lenta (HbAOQ)

- Fraccion rapida (HbA2)

- Fraccién mas rapida (HbA1)

Las fracciones HbAl1 y HbA2 se conocen desde entonces como hemoglobinas
rapidas terminologia utilizada hasta la actualidad. Kunkel también observé que
a un pH neutro las fracciones tenian carga positiva por lo que al ser colocada
en un campo eléctrico se desplazaba hacia el &nodo con mayor rapidez que la
HbA. En una cromatografia de intercambio catidénico se ha demostrado que una
fraccion de la hemoglobina eluye antes que la fraccién principal (A(HbA)), a pH
neutro tiene carga positiva y que, al colocarse en un campo eléctrico se
desplazo hacia el anodo con mayor rapidez; estas caracteristicas le
adjudicaron el nombre de hemoglobina rapida, bioquimicamente tiene una
composicion de aminoacidos idéntica a la HbA, con la unica diferencia de que
detenta una glucosa unida, esta fraccion esta a su vez compuesta por tres
fracciones (1a, 1b, 1c) (Islas, 2002).

El parametro de hemoglobina glicosilada fue descubierto por Allen en 1958,
pero fue Huisman en 1966 quien observo que habia algunas subfracciones de
la hemoglobina elevadas en las personas diabéticas y en 1975 Tattersal
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descubri6 la correlacion entre la Hgb Alc y las variaciones de los niveles de
glucemia (Antuia, 1998; Manual manejo de insulinas, 2001; Lapolla, 2005).

La hemoglobina glicosilada fue observada por primera vez por Allen y
colaboradores en 1958. Cuando buscaban los componentes heterogéneos de
la oxihemoglobina por cromatografia intercambiadora de cationes con
hemolizados de células rojas, ellos utilizaron desarrolladores a base de cianuro
de potasio, sodio, fosfato de sodio y fosfato acido de sodio y observaron que
existia un componente menor que 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 elucion como HbAla, HbAlb y HbAlc,
mismas que se encontraban en proporciones de 1:1:3 (Fig. 7) (Allen, 1958). Sin
embargo se conoce que la fraccibn HbAla, se puede separar a la vez en
subfracciones como la HbA 1al y la HbAla2. Otros cientificos han descubierto
fracciones adicionales de la hemoglobina A y nombraron a estas fracciones
HbAld una forma in vitro de HbAlc formada en condiciones de
almacenamiento prolongado (Synchron CX, 2007) y HbAle de las cuales se
desconoce los sitios en los cuales se une el azucar para formar hemoglobina

glicosilada.

] i I I I

& No-hemo proteina
26— J

NUMERO DE FRACCION

FIGURA 7. Recromatografia de la zona Al, obtenido en los

trabajos de Allen y colaboradores. Modificado de Allen, 1958.
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Las reacciones de cetoamina entre la glucosa y otros azlcares y los grupos
amino libres en la cadena a y B originan formas glucosadas de la hemoglobina.
Solo la glicacion de la valina N terminal de la cadena beta proporciona
suficiente carga negativa a la molécula de la hemoglobina para permitir la
separacion por técnicas dependientes de la carga (Fluckiger, 1988; Gardner,
2008). Las hemoglobinas separadas por carga se refieren colectivamente como
Al (HbA1l). La forma principal de HbAl es la hemoglobina HbAlc, donde la
glucosa es el carbohidrato (Manual para el manejo de insulinas, 2001; Islas,
2002; Gardner, 2008; http://www2.ucg.br/cbb/downloads/LABIC/Hemoglo-
binaGlicada.pdf).

Esta forma comprende 4 a 6% de la hemoglobina total. La HbAl restante
contiene fructosa 1, 6-difosfato (HbAlal), glucosa 6-fosfato (HbAla2) y un
cantidad de carbohidratos desconocidos (HbAlb) (Tabla 7) (Fluckiger, 1988;
Islas, 2002; Gardner, 2008; http://www2.ucg.br/cbb/downloads/LABIC/Hemoglo-
binaGlicada.pdf).

TABLA 7. ESTRUCTURA DE LAS HEMOGLOBINAS Y
GLICOHEMOGLOBINAS.
Hemoglobina / glicohemoglobina Estructura

Hemoglobina

A 02p2
F a2y2
A2 0252

Formas glicadas de hemoglobina (glicohemoglobinas)

Alal o2(B-N-fructosa-1,6-difosfato)2

Ala2 a2(B-N-Glucosa-6-fosfato)2

Alb a2(B-N-carbohidrato no identificado)2
Alc (labil) a2(B-N=glucosa)2

a2(B-N-Glucosa)2

o2(B-LysN-glucosa)2
Alc (estable)

(a-LysN-glucosa)2p2
HbA-Glc

(a-N-glucosa)2p2

Modificado de Fluckiger, 1988.
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Se ha demostrado que la fraccién Alc es la menos afectada por la adicion de
diversas sustancias, como narcoticos, plomo y alcohol y es mas resistente a
factores como temperatura, por lo que su determinacion se considera como la

mas confiable (Islas, 2002).

El International Federation of Clinical Chemistry Working Group on HbAlc
define actualmente la HbAlc como la hemoglobina A que se glicosila en forma
irreversible en una o ambas valinas N-terminal de las cadenas 3 de la molécula
tetramerica de la hemoglobina, e incluye ademas a la molécula que contiene

también pero no Unicamente residuos de lisina glicosilados (Henry, 2007).

Con respecto a esto tenemos que la hemoglobina también puede ser
glicosilada en la cadena a N-terminal y en el grupo épsilon de varios residuos
de lisina aunque en menor punto. No ha sido aclarado por que la N-terminal de
la cadena B es glicosilada en preferencia del N-terminal de la cadena o (8%), o
ciertamente por que sélo un pequefio niumero del total de residuos de lisinas

disponibles son glicosilados (Fig. 8) (Stanley, 1985; Mayer, 1998).

Hemoglobina Derivados Glicosilados

Afla,8,)-2% e

F (ﬂz')'z Y=1%

Borde de la banda de HbA que

A (a,8.) 7 representa el 8%% de la hemoglobina
2 // total, glicosilada en la cadena alfa en

residuos de lisina.

i e

A 1c

Ak Glicosilada en

A cadena Beta
i N-termuanal

Aaa

FIGURA 8. Componentes de la hemoglobina humana de individuos sanos.

Modificado de Stanley, 1985.
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En 1968 Rahabar observé por primera vez que la hemoglobina glicosilada
(HbG) en pacientes con diabetes mellitus e individuos sanos diferia en
concentracion, advirti6 que la concentracion o valor de esta fraccion proteica
(Alc) se encuentra elevada de dos a tres veces en individuos diabéticos con
respecto a los valores de los individuos sanos. Esta fraccion se clasificd
posteriormente como una glucoproteina formada por la reaccién entre la
glucosa y la hemoglobina (HbA) (Mayer 1998; Lapolla, 2005).

El porcentaje de hemoglobina glicosilada 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 combinacion en pacientes de diabetes y variantes
en hemoglobina mismas que poseen la capacidad de glicosilarse y formar
entonces variantes propias de hemoglobina glicosilada. 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 (Cas, 1993).

Virtualmente toda la hemoglobina en circulacion esta contenida en el eritrocito,
el cual tiene un promedio de vida de 120 dias. Durante la vida del eritrocito y
debido a la permeabilidad de su membrana a la glucosa, la hemoglobina se
incuba con la glucosa de la sangre y siendo ésta una sustancia reactiva el
resultado es la glicosilacion de los sitios receptivos de los aminoacidos de la
hemoglobina (Fischbach, 1997; Barrén, 2000; Islas, 2002). Teniendo en cuenta
el promedio de vida del eritrocito, aquellos que estén entre 30 y 90 dias de vida
son los que van a predominar y como la glicosilacion depende de la
concentracion integrada de la glucosa en el tiempo, la informacién que
proporciona la medicién de la hemoglobina glicosilada es el valor, integrado de
las ocho semanas precedentes a la toma de la muestra (Islas, 2002). Un
numero de estudios ha demostrado que los niveles de Hb glicosilada son

proporcionales a los valores de glucosa en el eritrocito (Mayer, 1998).
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Hablando de manera mas amplia la glicosilacion no enzimética de las proteinas
en las que se incluye la Hb es un proceso en el cual se da la conexién entre la
hiperglucemia y una serie de alteraciones psicopatologicas consideradas
importantes en el desarrollo de complicaciones cronicas de la diabetes
(Lapolla, 2005).

La reaccion esta subdividida en tres principales estadios: temprano, intermedio
y tardio (Fig. 9).
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FIGURA 9. Los tres pasos de la reaccion de glicacion no

enzimatica. Modificado de Lapolla, 2005.

En el estado temprano la glucosa u otros azucares como la fructosa, pentosa,

galactosa, manosa, ascabarosa, xilosa reaccionan con el grupo amino libre de
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algunas moléculas, incluyendo proteinas, acidos nucleicos, lipidos para formar
un compuesto inestable aldimina llamada base de Schiff. A través de un

rearreglo esta base proporciona una cetoamina estable el producto de Amadori.

Debido a que esta reaccidbn no requiere la participacibn de enzimas, las
variables por la cual se regula in vivo son la concentracion de glucosa y
proteinas, el tiempo medio de las proteinas, la reactividad en términos de
grupos aminos libres y la permeabilidad celular a la glucosa. En condiciones in
vivo el producto de amadori alcanza su equilibrio después de aproximadamente
15-20 dias, a través de enlaces irreversibles acumuladas tanto en proteinas de

corta vida como de larga vida (Lapolla, 2005).

En el estado intermedio, a través de reacciones de oxidacion y dehidratacion,
los productos de Amadori son degradados en una variedad de compuestos
carbonilos (glioxal, metilglioxal, deoxiglucoson) los cuales, son muy reactivos y
actian como propagadores de reaccion, reaccionando nuevamente con los
grupos aminos libres de las proteinas. En particular el metilglioxal es un muy
reactivo alfa-oxaldehido el cual puede formar ambas reacciones que dependen
de los niveles de glucosa (glicosilacion no enzimatica y ruta del poliol) y de
productos intermediarios de glicdlisis, metabolismo de cuerpos cetdnicos Yy
catabolismo de treonina. La alta reactividad y elevadas concentraciones en
plasma de metilglioxal indica que es uno de los compuestos mas importantes in
vivo (Lapolla, 2005).

En el estado final, los propagadores nuevamente reaccionan con los grupos
amino libres y a través de oxidacion, dehidratacion y reacciones de ciclizacion
forma compuestos irreversibles usualmente llamados productos finales de la
glicosilacién avanzada (AGE), los cuales se acumulan a lo largo de la vida de

las proteinas y causan dafio.

El proceso de adicion 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
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hemoglobina glicosilada como tal ocurre en dos pasos (Stanley, 1985; Barrén,
2000; Henry, 2007):

1.- El azlcar circulante en la sangre pasa a través de la membrana celular del
eritrocito y reacciona con la hemoglobina. En este primer paso la unién a la
hemoglobina ocurre rapidamente y esta unién azucar-hemoglobina involucra
una reaccion rapida entre la glucosa y la valina terminal de una o ambas de las
cadenas beta (Barrén, 2000) (Fig. 10) y es reversible por lo que si la
concentracion de glucosa decrece la union reversible se rompe facilmente
(Barrén, 2000; Islas, 2002)

HbAo
HbAI
‘ CL‘A:“L" = r

FIGURA 10. “HbA1c es la hemoglobina glicosilada en la porcion N-Terminal de
la cadena B Tomado de Hemoglobina glicosilada en
www.rochediagnostics.com.ar/.../Hemoglobina%20Glicosilada%20EL%20MAR
CADOR%20DE%?2 el dia 17 de marzo de 2009.

El producto del primer paso es un intermediario conocido por los nombres,
base de Schiff, fraccidn labil, pre-Alc o Aldimina (Stanley, 1985; Mayer, 1998;
Barrén, 2000; Henry, 2007). El paso nimero uno es dependiente de la cantidad
de glucosa en un momento particular. Si la concentracién de glucosa decrece
la uniodn reversible de la base de Schiff se rompera formando hemoglobina y
azucar. Si en los siguientes proximos minutos la concentracion de glucosa se

incrementa se formara mas base de Schiff.
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2.- La base de Schiff lentamente se rearreglard molecularmente para formar
una union irreversible este producto es la hemoglobina glicosilada (Fig. 11)
(Stanley, 1985; Barron, 2000).

Si las altas concentraciones de glucosa persisten, la doble unién de la almidina,
que es sumamente inestable, se arregla a través de una reaccion de
transposicion 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.

HC=0 HC=N-SA(Hgb) ?HE-NHEBA(Hgb)
|
HE|30H H(|JOH f|)=0
HOCH HOCH reorganizacion HOCH
- | de Amadori |
(Hgb)[PA-NH, + HCOH - HTOH - H{|30H
rapida lenta
(k) HCIJOH e H?OH
J?HEOH CH,OH CH,OH
“ Aldimina
HobA+ Glucosa  —  (base de Schiff - HgB glicosilada
Pre A, 1abil (cetoamina)

FIGURA 11. Reaccion de glicosilacién de la hemoglobina. Tomado de Henry,
2007.

La velocidad a la que ocurre la glicosilacion esta determinada por factores
como temperatura, pH, concentracién y tipo de proteina, concentracion de
glucosa y tiempo de exposicion. La primera reaccion ocurre in vivo de minutos
a horas. La segunda en cambio, en una reaccion que ocurre muy lentamente

de dias a semanas (Islas, 2002).
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2.5 IMPORTANCIA CLINICA DE LA DETERMINACION DE HEMOGLOBINA
GLICOSILADA

Durante mucho tiempo, las determinaciones de glucemia, bien sea venosa o
capilar, fueron las Unicas técnicas empleadas para el control del paciente
diabético. La medicion de la glucemia en ayunas demostré ser sensible a
cambios rapidos de habito, por ejemplo la dieta, porque el ayuno prolongado
produce descenso en los valores de glucemia con gran rapidez y el valor
obtenido nada dice, o mas bien confunde al médico que pretende establecer un
diagnéstico del control metabdlico logrado con el tratamiento instaurado. Peor
aun, por el riesgo de hipoglucemia, que puede ocurrir al ajustar la dosis de
hipoglucemiantes orales de acuerdo con los valores elevados, pero poco

confiables, de glucemia en el paciente diabético (L6pez, 1997).

En las Ultimas dos décadas, la comprensién de la naturaleza e importancia
clinica de la unién no enzimatica entre carbohidratos y proteinas o glicosilacion,
se ha incrementado. La medicion de las hemoglobinas glicosiladas o glicadas
se ha convertido en la herramienta mas importante para el monitoreo a largo

plazo del control diabético (Barrén, 2000).

Las altas y prolongadas concentraciones de glucosa en la sangre,
caracteristicas de la diabetes provocan una modificacion quimica de las
proteinas tanto estructurales como de transporte, cambios que inicialmente
originan alteraciones funcionales y posteriormente estructurales, que pueden
observarse en los tejidos. Los tiempos en los que ocurren estos cambios son
variables y dependen de factores como magnitud o gravedad de la reaccion,
duracion de ésta, asi como de la deficiencia de los mecanismos biolégicos de

reparacion y la sensibilidad individual.

Son numerosas las sustancias que pueden reaccionar con la glucosa, pero son
las proteinas de transporte las que han demostrado tener valor diagndstico o
pronéstico. Esto depende no sélo de su facil obtencion y por contar con
tiempos de vida y conversién bien definidos que permiten calcular su cinética
de formacién, sino porque se conoce bien su cinética de desaparicion. Entre
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ellas las que hoy en dia se utilizan para conocer el valor integrado del promedio
de las concentraciones de glucosa en sangre en un lapso determinado de
tiempo son la hemoglobina glicosilada y la albumina glicosilada mejor conocida

como fructosamina (Islas, 2002).

HEMOGLOBINA GLICOSILADA

La prueba de hemoglobina glicosilada cuantifica la cantidad de hemoglobina
que tiene azucar, ofrece un objetivo indice retrospectivo del nivel promedio de
glucosa en sangre en los meses precedentes (hasta tres meses) (Islas, 2002;
Gardner, 2008). Se trata de un marcador del control metabdlico en los
pacientes con diabetes mellitus, pero no sirve para diagnosticar la enfermedad
(Barron, 2000; Sanchez, 2000; Gardner, 2008; Andlisis de la glucemia:
www4.ujaen.es...pdf) ya que aunque una HbG elevada es indicativa de
hiperglucemia es muy insensible para descartar intolerancia a la glucosa o
diabetes moderada (Barron, 2000; Gardner, 2008); y no puede sustituir al
monitoreo de glucemias, ya que ésta no puede medir su control diario y por lo
tanto no permite ajustar las dosis de insulina e ingesta de alimentos en el dia a
dia (L6pez, 1997; Hemoglobina glicosilada: www.rochediagnostics.com.ar...).
Sin embargo, una cifra por arriba de lo normal en laboratorios certificados suele
ser un indicador especifico de diabetes mellitus (Gardner, 2000). Asi que esta
prueba complementa las pruebas de rutina del control diario hecho en casa por
los pacientes diabéticos con pruebas de sangre u orina. No obstante la Hb
glicosilada presenta mayor especificidad en detectar mal control metabdlico de

los pacientes (Fig. 12) (Lopez, 1997).

Resulta especialmente util en determinados grupos de pacientes como nifios
diabéticos, diabéticos con umbral renal anormal para glucosa, diabéticos
insulinodependientes inestables cuya glicemia varia considerablemente cada
dia, diabéticos tipo 2 que se embarazan e individuos quienes, antes de sus
citas, cambian sus habitos para que su control metabolico se aparente mejor
(Fischbach, 1997; Sanchez, 2000).
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FIGURA 12. Sensibilidad y especificidad de la glicemia venosa en ayunas
y la Hb Alc en detectar mal control metabdlico. Tomado de Lépez, 1997.

La importancia de la hemoglobina glicosilada en el control de la diabetes fue
reconocida en el afio 1986, cuando la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) recomendo el uso de dos medidas anuales de hemoglobina glicosilada
para realizar el seguimiento de la patologia. En el afio 1993 se presentaron los
resultados de un trabajo conocido como Estudio de Control y Complicaciones
de la Diabetes (Diabetes Control and Complications Trial o DCCT). En esta
investigacién se observd por primera vez que la reduccion en el valor de la
hemoglobina glicosilada estaba asociada con una disminucion en el riesgo de
desarrollar complicaciones de la diabetes a largo plazo (Hemoglobina

glicosilada: www.rochediagnostics.com.ar...).

La HbG es especialmente valiosa porque los valores de la prueba pueden ser
relacionados con promedios especificos de niveles de azlcar en sangre, y
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 diabéticos. En la medida en como un paciente no responde a
determinado tratamiento los niveles de HbG van en aumento, y si sobrepasa
los limites normales indica que pueden presentar progresion hacia
complicaciones cronicas de la enfermedad a diferentes niveles, ocular, renal y
cardiovascular, en forma mas rapida (Fig. 13) (Lopez, 1997; Sanchez, 2000),
de manera anéloga se da el uso de las determinaciones de colesterol para

predecir el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (Barrén, 2000).
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FIGURA 13. Relacion de HbAlc y riesgo de complicaciones microvasculares.
Tomado de Hemoglobina glicada en http://www2.ucg.br/cbb/down-
loads/LABIC/HemoglobinaGlicada.pdf el dia 13 de marzo de 2009.

La HbAlc es la mejor prueba disponible que refleja el control glucémico del
paciente diabético. Esta prueba ha permitido estratificar a los pacientes en
categorias de riesgo para desarrollar complicaciones microvasculares, por lo
que sirve para evaluar y pronosticar el futuro de los pacientes. También ayuda
a intensificar a tiempo la terapia de control de la DM (control glucémico), asi
como a identificar lo casos que requieran atencidén especial (enfoque de riesgo)
(Laclé, 2004). Aunque no se ha podido encontrar un cierto nivel de HgbAlc que
garantice una proteccion absoluta de las complicaciones tardias, existen varios
trabajos que al menos, sugieren que existiria un “nivel critico” que
corresponderia a una HgbAlc superior a 8%, a partir del cual, el riesgo seria

inaceptablemente elevado (Fig. 14) (Antufia, 1995).
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FIGURA 14. Medida de nivel de riesgo conforme al porcentaje
de HbAlc. Tomado de Antuia, 2001.
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La determinacion de esta prueba es de gran importancia, lamentablemente su
uso ha predominado a nivel hospitalario, en donde la mayoria de los pacientes
ya tienen las complicaciones crénicas de la DM, por lo que un monitoreo de
control con esta prueba, aunque es de utilidad, no produce el beneficio de
prevencion secundaria que podria darse en los diabéticos que se manejan en

atencién primaria (Laclé, 2004).

Es muy importante la educacion sanitaria del paciente, la informacion y
adiestramiento necesarios para responsabilizarse del control de su enfermedad
y favorecer su autonomia, la reducciéon de comas diabéticos, amputaciones y
dias de hospitalizacion. Cambiar los habitos alimentarios del diabético, y
contribuir a prevenir y tratar las complicaciones, tanto agudas como cronicas, la
realizacion de ejercicio fisico son la base fundamental del plan terapéutico y
darle una mejor calidad de vida, debido a que la causa de muerte no es debida
a la DM2 en si, sino su mal control que condiciona a enfermedades
cardiovasculares con riesgo de insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal,

retinopatias, etc.

Esta especificidad permite a los médicos ayudar a sus pacientes a establecer
metas diarias de cuidado en la dieta. Los resultados pueden diferir
considerablemente de la historia médica o de los registros de niveles de
concentracion de glucosa en sangre y ayudar a aquellos pacientes que han

tenido dificultades en controlar su diabetes (Lopez, 1997).

Recientemente, se ha postulado que la hiperglucemia sostenida favorece la
autooxidacion de la glucosa por disminucién del 6xido nitrico, lo cual causaria
desbalance en los mecanismos de oxidacion y antioxidacion que conllevaria a
hiperproduccién de radicales libres de oxigeno (RLO), ocasionando disturbios
en la mecanica metabdlica de muchos tejidos. La glucotoxicidad es
responsable de manifestaciones tardias en la diabetes debido a la glicosilacion
no enzimatica de proteinas y/o enzimas importantes en los procesos de
eliminacién de radicales libres (Lapolla 2005) tales como la catalasa, la
superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y la glutatién
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reductasa, a la generacion exagerada de polioles y a la alteracion del indice
oxidacién/antioxidacion (produccion excesiva de radicales libres). Los pacientes
con diabetes mellitus no controlados exhiben actividad de SOD y de GPx y de
antioxidantes totales menores que los pacientes controlados (Tabla 8) (Guerra,
2005).

TABLA 8. PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE SUPEROXIDO
DISMUTASA (SOD) U/gHb Y DE GLUTATION PEROXIDASA (GPx) U/gHb DE
PACIENTES SANOS, DIABETICOS TIPO 2 CONTROLADOS Y NO
CONTROLADOS EN UN ESTUDIO REALIZADO EN BOGOTA D.C.

SOD(U/L) UlgHb GPx (U/L) U/gHb
X S X S X § X §
Pacientes sanos 2195 +£278 14539 +2383 58716 15726 392 +8%
Controlados 2047  £318 13935 +2433 56499  £14741 386 106
No controlados 1183 +415 8144 +3320 34206 13214 232 +8)9
Valor de referencia [64 - 240 1092 - 1817 4171 - 10881 215-736

Tomado de Guerra, 2005.

Algo que también se ha demostrado es que los cambios recientes contribuyen
mas que los distantes. El resultado de la Hgb Alc no es Unicamente una simple
media de los niveles de glucosa durante un periodo de tiempo sino que se
trata de una media ponderada con lo que los resultados se ven mucho mas
influenciados por la mayor representacion en la sangre de los hematies mas
jovenes y por eso se acepta que solamente el grado de control del Ultimo mes
contribuye al 50% del resultado (Manual manejo de insulinas, 2001); mientras
qgue el control de los 3 a 4 meses previos contribuye so6lo con 10% (Antufia,
1995; Islas, 2002, http://www?2.ucg.br/cbb/downloads/LABIC/Hemoglo-
binaGlicada.pdf). Por ello la rapida mejoria inicial de los pacientes recién
diagnosticados es acomparfiada por un rapido decremento de la hemoglobina
glicosilada en los 2 primeros meses, seguida de un descenso guadual a los 4

meses (Islas, 2002).
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Es recomendable realizar esta determinacién cuatro veces al afio en el
paciente con DM1 y dos veces al afio el paciente con DM2 en algunos casos
particulares como las embarazadas diabéticas puede realizarse cada tres
meses (Antufia, 1995; Barron, 2000; Sanchez, 2000; Manual manejo de
insulinas, 2001), y complementarla con el control peridédico de glucosa sérica o
sanguinea. Es util para contribuir al control de largo plazo que constituye la
base para poder realizar ajustes apropiados en el tratamiento, pero ademas se
relaciona con el control de las complicaciones como un factor de riesgo en el

desarrollo de complicaciones tisulares (Sanchez, 2000; Islas, 2002).

Con la determinacién de HbG se confirman las coincidencias o discrepancias
entre los resultados de la autovigilancia que realiza el paciente y el verdadero
grado de control. La determinacion de hemoglobina glicosilada es muy util en
pacientes con diabetes gestacional ya que contribuye a corroborar la
autovigilancia de la glucosa sanguinea o las determinaciones realizadas en el
laboratorio. En el embarazo temprano de mujeres con diabetes tipo 1 esta
determinaciéon ha demostrado ser un indicador de malformaciones congénitas,

por lo que se recomienda su determinacion cada 6 semanas.

El curso exacto de la glicosilacion de la hemoglobina durante el embarazo
todavia no ha sido completamente comprendida. El embarazo afecta la masa
de globulos rojos, su tiempo de supervivencia, la reserva de hierro y la
tolerancia a la glucosa. En el embarazo normal hay una caida progresiva en la
glucemia de ayuno aunque los niveles postprandiales de glucosa son
relativamente altos al final de la gestacion. Los efectos combinados de estos
cambios sobre la HbG parecen resultar en una caida inicial en la HbAlc de la
décima a la 242 semanas de gestacion y a partir de entonces a una elevacion
durante el tercer trimestre. Ademas los valores postparto son significativamente
mayores que los que tienen las mujeres normales embarazadas y no

embarazadas (Barrén, 2000).

Miller y colaboradores del Centro Joslin de Diabetes estudiaron 116 mujeres
diabéticas tipo 1 embarazadas para determinar si habia correlacion entre los
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valores de HbG vy la incidencia de anomalias congénitas en los productos y
encontraron una fuerte correlacion. Ninguna de las mujeres con HbAlc menor
de 6.9% (n=19) y solo 3.4% (n=58) de las que tenian HbAlc menor de 8.5%
tuvieron bebés con anomalias congénitas. En contraste 22.4% (n=58) de las
mujeres con una HbAlc mayor de 8.5% tuvieron hijos con malformaciones
congénitas mayores. Este estudio demostr6 que el valor de HbG es un
importante parametro para determinar retrospectivamente el grado de control

glicémico (Barron, 2000).

En un estudio similar realizado en México por Gomez Cruz y colaboradores se
determino la hemoglobina glucosilada y la glucosa en 160 mujeres que
hubieran tenido un embarazo = 28 semanas de gestacion para demostrar la
asociacion entre factores de riesgo y hemoglobina glicosilada anormal
detectada en mujeres en el puerperio inmediato (comprendio las primeras 24h
posteriores al parto). No se incluyeron pacientes con diabetes mellitus tipos 1y
2, embarazo multiple con dos vias de canalizacién (recibieron solucién
glucosada) o quienes recibieron una transfusién sanguinea una semana previa

al estudio.

Esta investigacion mostré una frecuencia elevada de HbG anormal (HGA),
primero (30.2%) en mujeres menores de 26 afios lo que implicaria que mujeres
relativamente jévenes podrian padecer DMG en sus proximos embarazos. En
las mujeres solteras, divorciadas y separadas mostraron una asociacion
significativa con HGA, lo cual sugeriria que probables condiciones emocionales

de estrés u otras alteraciones en su conducta e incluso su dindmica.

Otro hallazgo de interés fue que la proporcion de malformaciones congénitas
resultd ser significativamente mayor en hijos de mujeres con HGA con riesgo
epidemioldgico elevado, estos hallazgos sugieren que la HGA es una afeccién
subclinica que podria coincidir con cambios metabdlicos o fisiopatologicos
suficientes para producir mayor frecuencia de malformaciones congénitas en

semejanza con lo que ocurre en mujeres diabéticas en quienes estas
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malformaciones ocurren con una frecuencia 2 a 3 veces mayor que en mujeres

normales (Gomez, 2005).

De aqui que emanen diversas ventajas referentes a esta determinacion, que
ademas de ayudar en el control de pacientes embarazadas también, es un
criterio de calidad del control de la DM que evidencia la condicion glucémica de
las 6 a 8 semanas previas, proporcionando informacion objetiva que es
accesible por otras fuentes, (historia clinica, pruebas de glucosa al azar y
automonitoreo de Glc sanguinea). Puede ser usada para distinguir pacientes
diabéticos de individuos sanos. Evalla los efectos de cambios en la terapéutica
y exactitud de la autovigilancia e identifica requerimientos de insulina en
pacientes con riesgo de hipoglucemia. Es util para discriminar el diagnostico de

intolerancia a la glucosa.

La determinacion no se afecta por cambios agudos, tiene la ventaja de que la
muestra se puede tomar a cualquier hora del dia sin que se requiera la
preparacion previa del paciente, es decir no necesariamente debe tomarse en
ayuno (Antufia, 1995; Barr6n, 2000; Sanchez, 2000; Manual manejo de
insulinas, 2001; Islas, 2002); la muestra de sangre total se puede conservar en
refrigeracion a 4°C hasta una semana antes de realizar la determinacién o
durante meses a -70°C. De acuerdo con el equipo con que se cuente, la
determinacién se realiza en una muestra de sangre obtenida con EDTA que

posteriormente serd hemolizada o en sangre capilar (Islas, 2002).

Varias técnicas analiticas de medicion han sido descritas para medir esta
fraccion importante de la hemoglobina. A su vez como la fraccion medida
depende directamente de la técnica utilizada, esto ha resultado en que los
laboratorios midan diversas fracciones de la hemoglobina HbAl, HbAlc, y la
hemoglobina glicosilada total de acuerdo a la técnica utilizada (Hemoglobina

glicosilada: www.rochediagnostics.com.ar...).

Se ha establecido que el valor normal de hemoglobina glicosilada Alc es de 3
a6%y5a8% el de la HbAl en términos absolutos, los valores de HbA1 son
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1-2% superiores a las de HbAlc (Islas, 2002); otros interpretan que es de 2-
4%, por tanto hay que asegurese del tipo de prueba que se esta utilizando
(Sanchez, 2000) y también determinan que un 1% de cambio de los niveles de
la HbAlc o de la HbA1 corresponde a un cambio en el promedio de la glucosa

sanguinea de 35 mg/dl (Islas , 2002).

David E. Goldstein y colaboradores realizaron diversos estudios para
correlacionar un valor particular de HbG con el nivel plasmatico de glucosa
correspondiente. Ellos establecieron que un cambio de 1% en la hemoglobina
glicosilada significa un cambio en la concentracion media de la glucosa en
sangre de 30 a 35 mg/dL (Barrén, 2000) y establecieron que,
independientemente de la metodologia utilizada para la determinacion, los
valores de HbG mayores de 3% por arriba del limite superior indican un valor
promedio de glucosa sanguinea mayor de 200mg/dl (Fig. 15) (Barron, 2000;
Islas, 2002).

RELACCION ENTRE HgbA1¢
Y GLUCEMIAS EN EL DCCT

% HgbAlc GLUCEMIAS MEDIAS
4 60
5 90
6 120
7 150
8 180
9 210

10 240
1 270
12 300
13 330

FIGURA 15. Relacién entre niveles de glucemia y

hemoglobina glicosilada. Tomado de Antuiia, 1995.

Si se considera que los niveles de glucosa sanguinea tienden a aumentar con
la edad aun en los individuos no diabéticos, en los pacientes de edad avanzada
valores de HbA1, de 8-9% pueden relacionarse con un nivel aceptable de
control (Islas, 2002).
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Los valores de hemoglobina Alc, considerados como normales, varian entre
4.50% y 6.20% segun (UKPDS), un valor de Hemoglobina Alc de 6 %, por
ejemplo, significa que el 6 % de la Hemoglobina A del paciente esta enlazada a
glucosa. Para evaluar el control metabdlico del paciente diabético se utilizan
diversos criterios de clasificacion de acuerdo al organismo o sistema que se
utiliza, por tanto es un poco variable considerar un solo rango de fluctuacion.
De esta manera la OMS considera como “control metabdlico bueno u optimo”
una hemoglobina glicosilada en menor a 6.5 % y “control metabdlico aceptable”
de 6.5-7.5% y “deficiente” por encima del 7.5% (Antufia, 1998; Manual para el
manejo de las insulinas, 2001). El rango de referencia de Hb Alc para una

persona no diabética es de 4-6 %.

Los siguientes valores discriminantes (Tabla 9) han sido establecidos y
aceptados en varios paises para la poblacién no diabética y para la evaluacion
del grado de control de la glucosa en sangre en pacientes diabéticos (Bio
Systems, 2007).

TABLA 9. VALORES DE REFERENCIA ESTABLECIDOS POR ALGUNAS
ORGANIZACIONES.

Glucemia en | Glucemia a
ayunas las 2 hs. post Hemoglobina glicosilada Grado de
(mg/dl) PTOG control
DCCT DCCT / NGSP IFCC
<100 <140 40-6.0 20-4.2 No diabético
<126 <160 6.0-6.5 4.2-4.8 Objetivo
Adecuado
126-140 <180 6.5-8.0 4.8-6.4 Admisible
>140 >180 > 8.0 >6.4 Precisa accién
(inadecuado)

NGSP (programa Nacional en Estandarizacion de Glicohemoglobina); IFCC
(Federacion Internacional de Quimica Clinica), DCCT (Ensayos en Control y
Complicaciones de Diabetes). Modificado de Bio Systems, 2007; vy
http://www.biodiagnostics.com.mx/bc/216.php el dia 03 de junio de 2009.
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De manera general se pueden encontrar pacientes con diabetes tipo 1 que
tienen valores promedio de HbA1l, de 8-9% y de HbG de 10-11% que
corresponden a valores promedio de glucosa de 200 mg/dl (11.1 mmol/L). Los
adolescentes presentan valores 0.5-1.0% mayores, con glucosa sanguinea de
20-40 mg/dl por arriba de los valores de los adultos. El 95% de los pacientes
tienen HbAlc de 5-13% y HbG de 6-15%.

Es importante sefialar que una de las desventajas de la determinacion de este
parametro bioquimico es que no exista una estandarizacion de la
determinacion de HgbAlc, y que los valores de referencia difieren
sustancialmente de un laboratorio a otro y estan en funcion de la metodologia
utilizada, por lo que carece de un estandar de oro como tal para la hemoglobina
glicosilada, por lo que el paciente deberd conocer previamente los valores
normales de su laboratorio (Antufia, 1995; Lopez, 1997; Islas, 2002).

Es importante que el laboratorio utilice métodos que separen adecuadamente
los productos glicosilados labiles y que no incluyan otras proteinas glicosiladas.
Debido a que las fracciones labiles son reversibles y estaran aumentadas con
las concentraciones elevadas de glucosa sin ser realmente indicadoras del
estado glucémico a largo plazo (Islas, 2002). Existen diferentes métodos para
cuantificar la proporcion de la HbAlc, entre éstos estan la cromatografia
(HPLC, cromatografia de intercambio i6nico, Cromatografia de afinidad,
Métodos inmunolégicos con lectura por turbidimetria vy Electroforesis-
Isoelectroenfoque (Sanchez, 2000; Hemoglobina glicosilada:

www.rochediagnostics.com.ar...).

Existen ademas condiciones clinicas que modifican el recambio de globulos
rojos y puede interferir en el resultado de la hemoglobina glicosilada, estas
situaciones pueden acortar la supervivencia de los eritrocitos y por tanto alterar
el resultado, como son esplenectomia, deficiencia de hierro, uremia,
hiperbilirrubinemia, alcoholismo, intoxicacién por plomo, adiccion a opiaceos y
dosis elevadas de salicilatos. Condiciones que pueden disminuir los valores de
HbG son las anemias hemoliticas y el embarazo (Antufia, 1995; Mayer, 1998;
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Barrén, 2000; Manual manejo de insulinas, 2001). Se reporta que la vitamina C
y E disminuyen en forma falsa los resultados de la prueba, posiblemente al
inhibir la glicaciéon de la hemoglobina (Mayer, 1998; Gardner, 2008). Ademas
de ciertas personas con hemoglobina variantes (HbS, HbC, o HbD) (Manual
manejo de insulinas, 2001; http://www2.ucg.br/cbb/downloads/LABIC/Hemoglo-
binaGlicada.pdf).

FRUCTOSAMINA, DETERMINACION DEL CONTROL GLUCEMICO A
CORTO PLAZO.

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 (Gardner, 2008).

Es una técnica que mide colorimétricamente las proteinas séricas glicosiladas,
y que incluye a la albamina, las inmunoglobulinas y las proteinas
transportadoras, de esta manera la concentracion de fructosamina esta
directamente relacionada con la concentracion y composicion de las proteinas

sanguineas.

Las proteinas séricas, entre las cuales la que se encuentra en mayor
concentracion es la albumina, también reaccionarian con la glucosa para
formar aldiminas, que por un rearreglo de Amadori forman una cetoamina
(Mayer, 1998; Barron, 2000; Islas, 2002).

Debido a que la albumina sérica tiene una vida media mucho mas corta (14 a
21 dias) que la hemoglobina, la fructosamina sérica por lo general refleja el
estado de control glucémico durante las ultimas dos semanas (Gardner, 2008;
Anadlisis de glucemia: www4.ujaen.es...pdf). Un incremento o disminucion
prolongado de las concentraciones de proteinas plasmaticas va a inducir
modificaciones en la concentracién de fructosamina, (p. ej. estado nefrético o
enfermedad hepéatica) disminuyendo el valor de la determinacion (Gardner,
2008).
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La fructosamina correlaciona bien con HbG y sus niveles no son afectados por
la hiperlipidemia, los opiaceos, la edad o las enfermedades crénicas (Barrén,
2000).

Debido a la vida relativamente corta de estas proteinas séricas la
concentracion media de la glucemia sélo puede valorarse durante un periodo
mas corto de aproximadamente 1 a 2 semanas retrospectivamente. Al contrario
de la hemoglobina glicosilada que es considerada como “memoria a largo
plazo” de glucemia ya que refleja el nivel medio de la glucemia de las 4 a 6
semanas pasadas, la fructosamina puede caracterizarse como ‘memoria a
corto plazo” de la glucemia; de esta forma es ventajosa cuando es necesario
comprobar cambios de la situacion metabdlica que se producen a corto plazo
(Manual manejo de insulinas, 2001), en ciertas situaciones clinicas como el
embarazo y posiblemente en el monitoreo de los pacientes en regimenes

intensificados de terapia insulinica (Barrén, 2000).

Su empleo clinico actual aun no esta muy generalizado y al igual que las
hemoglobinas glicosiladas, las sustancias antioxidantes potentes como las
vitaminas C y E parecen disminuir en forma global el proceso de glicosilacion

de todas las proteinas.

Entre las ventajas que tiene se encuentra que evidencia el nivel medio de
glucemia en los 10 a 20 dias anteriores a la toma de la muestra, responde
rapidamente a los cambios en la terapéutica, es un criterio para establecer las
condiciones del control de la glucemia y es clinicamente 0til en la vigilancia de

la diabetes gestacional (Islas, 2002).

Existen varios métodos para su determinacion, los mas empleados son:
a) El colorimétrico con nitroazul de tetrazolio, acido tiobarbitdrico, con
fenilhidrazina o con furazina

b) por afinidad cromatogréafica
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Los valores encontrados en individuos sanos y que se reportan en la literatura
tienen un intervalo entre 204 y 289 mmol/L con una media de 247 mmol/L
(Barron, 2000).

El mé&s utilizado es el método colorimétrico (espectrofotométrico) basado en la
reduccion del colorante nitroazul de tetrazolio (nitro blue tetrazolium (NBT)) por
accion de la fructosamina, produciendo un compuesto que absorbe a 525 nm

(Lapolla, 2005; Analisis de glucemia: www4.ujaen.es...pdf).

Fructosamina + nitroazul de tetrazolio =» reduccién del colorante

Lectura en espectrofotometro (530nm)

Desafortunadamente la reaccion con NBT no es especifico para la union de
esta cetoamina, también reduce otros agentes en el suero, como el acido
ascorbico, acido urémico y el glutation pueden interferir con la medicion. Hay
otras substancias que también absorben a esa absorbancia, como bilirrubinas y
triglicéridos, cuando presentan concentraciones elevadas en el suero pueden

interferir con la medicién y causar valores elevados de fructosamina.

Por tal motivo hay que contemplar las limitaciones de esta prueba y sélo ser
usada en situaciones particulares por ejemplo, las ya mencionadas,
indicaciones de cambio en el control de la glicemia a corto tiempo, en la
vigilancia de diabéticas embarazadas y cuando los factores alteran la
supervivencia de las células rojas e influyen en la interpretacion de los niveles

de HbAlc (hemoglobinopatias o anemias hemoliticas) (Lapolla, 2005).

Como conclusion se puede decir que el analisis de fructosamina y hemoglobina
glicosilada es de gran utilidad en el seguimiento del control y tratamiento de
personas con diabetes mellitus; si bien es importante conocer el historial
clinico, asi como el perfil hematolégico y bioquimico del paciente. La eleccion
de analizar la fructosamina o la hemoglobina glicosilada estara en funcion de
las caracteristicas y posibilidades analiticas del laboratorio, asi como del
ndamero de muestras a analizar.
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CAPITULO 3. METODOS DE CUANTIFICACION
3.1 GENERALIDADES

La medicion de los productos surgidos de la reaccion de glicosilacion no
enzimatica tiene un doble significado, por un lado medir los productos
tempranos de glicacion dependientes de la vida media de las proteinas
glicosiladas, las cuales son medidas y proporcionan una estimacion de su
exposicion a la glucosa y de alguna manera el control metabdlico previo; por
otro lado también, medir los intermediarios y productos finales de esta reaccién
el cual es un instrumento importante en la verificacion y relacion entre los
productos de glicacion y las modificaciones tisulares, aclarando la patogénesis
de las complicaciones cronicas y la asociacion de la exposicion a la glucosa y

su desarrollo.

La medicion del estado temprano de los productos de glicosilacion (producto de
Amadori) es normalmente utilizada en la evaluacién del control metabdlico en
pacientes con diabetes. Los dos parametros comiunmente usados son HbAlc y
proteinas del suero glicadas como la fructosamina. La medicion de los
productos intermedios de la glicosilacién asi como los productos finales (AGE)
tienen una importancia especial. Los primeros son medidos por métodos
especificos como HPLC, cromatografia de gas y espectrometria de masas. Los
AGE son medidos por métodos espectroscopicos y fluorimetricos y actualmente

por RIA y ELISA utilizando anticuerpos policlonales (Lapolla, 2005).

La importancia de la hemoglobina glicosilada en el control de la diabetes fue
reconocida en el afilo 1986, cuando la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) recomendoé el uso de dos medidas anuales de hemoglobina glicosilada
para realizar el seguimiento de la patologia. En el afio de 1993 se presentaron
los resultados de un trabajo conocido como Estudio de Control y
Complicaciones de la Diabetes (Diabetes Control and Complications Trial o

DCCT) (Hemoglobina glicosilada: www.rochediagnostics.com.ar...).
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En esta investigacion, se demostré que las complicaciones diabéticas pueden
ser prevenidas en muchos de los casos, y cuando ya estan presentes, su
evolucion y consecuencias pueden ser influenciadas positivamente con un
mejor control glucémico (Manual para el manejo de insulinas, 2001); sin
embargo la evaluacién precisa del control de la glucosa es una de las mayores
dificultades en el mantenimiento de personas diabéticas, dependientes de la

calidad de vida y condiciones de ésta (Glyco-Tek en www.helena.com).

Se sabe que tanto el prondstico como la calidad de vida de las personas con
diabetes van a depender en gran parte de las complicaciones cronicas que se
asocian a esta enfermedad metabdlica. Las buenas noticias del DCCT y otros
estudios son que el curso y la severidad de estas complicaciones pueden
mejorar si se logra un buen control metabdlico. La hemoglobina glicosilada es
una herramienta fundamental y muy eficaz para valorar el grado de control

(Manual para el manejo de insulinas, 2001).

Lamentablemente el uso de diferentes metodologias y la fraccion que se
determine hacen imposible la comparacion de los resultados obtenidos en
diferentes laboratorios. Con respecto a lo anterior en un estudio realizado por
Méndez y colaboradores compara los resultados de varios laboratorios para la
misma muestra biolégica. Encuentran una alta estabilidad, medida por el
coeficiente de variacion, para casi todas las pruebas, sin embargo se observan
diferencias significativas en los promedios en los laboratorios, es decir existen
sesgos en la medicion de biomarcadores especialmente para hemoglobina
glicosilada. Las diferencias observadas entre los distintos laboratorios
refuerzan el concepto de la variabilidad dependiente tanto 1) del paciente,
como 2) del analito y 3) del método de analisis (Méndez, 2007).

En cuanto a la dependencia del paciente, esto se refiere mas que nada a la
condicion en la que se encuentre, es decir que tanto tiempo lleva de progresion
en la enfermedad y su condicion de vida, raza, si se encuentra en un hospital o
no, si la diabetes cruza con alguna otra enfermedad que altere la vida media de
los eritrocitos, esto es debido a que actualmente vivimos en un mundo en
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donde la mayoria de la poblaciébn se mueve para lugares que satisfagan su
calidad de vida, es asi que podemos encontrar combinacion de culturas, grupos
sociales y personas de otro pais que viven muy cerca del lugar de trabajo
donde se llevan a cabo las determinaciones, y como cualquier persona todos
ellos pueden llegar en algdn momento a solicitar una determinacion de

hemoglobina glicosilada.

Es en estas condiciones cuando nos enfrentamos a la variabilidad de muestras
sobre todo si existe la posibilidad de encontrar la combinacién en pacientes de
diabetes y variantes en hemoglobina, mismas que poseen la capacidad de
glicosilarse y formar entonces variantes propias de hemoglobina glicosilada. Se
han identificado muchos otros tipos de hemoglobina, de esta forma se altera la
proporcion de la normal, pero se conocen como hemoglobinas variantes o
anormales (Turgeon, 2006). 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 (Weykamp, 1993).

Una segunda variable y que esta muy ligada a la calidad de vida del paciente
asi como su herencia es el analito, es decir la muestra a analizar se ha visto
ademas que existe interferencia con otras sustancias que no son glucosa, en
particular la carbamilacion en la uremia con penicilina o aspirina en grandes
cantidades y con los metabolitos en el alcoholismo (se forma HbAA, producida
por la adicién de acetaldehido a la hemoglobina) se produce coelucién con la

HbAla+b (www.diabetesjuvenil.com).

De igual forma en pacientes con anemia hemolitica, pérdida aguda de sangre,
esplenectomia y embarazo; procesos en los que hay un mayor recambio
eritrocitario y por lo tanto una disminucion en la edad promedio de los
eritrocitos, se dan interferencias en las determinaciones de este parametro
bioquimico ya que provoca una falsa disminucién de los valores de la HbG a
pesar de que ésta se encuentre elevada (Synchron, 2007).
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La hipertrigliceridemia elevada y la ictericia pueden aumentar estos valores
alterando la carga de la molécula (Barron, 2000; Islas, 2002), estos son casos
muy comunes en pacientes que son obesos y presentan muestras demasiado
lipemicas, para resolver este problema antes del procesamiento de muestra,
ésta debe ser centrifugada y separada de las células rojas del plasma y
remplazar este por una cantidad igual de solucion salina (Eagle Diagnostics,
2008) y/o el agente hemolizador (dependiendo el tipo de técnica usado) para
que posteriormente sea trabajado de forma similar a las demas muestras.
Varias técnicas (Bio-Rad, 2003; Vogeser, 2008; Eagle Diagnostics, 2008),
proponen que sus equipos pueden procesar muestras provenientes de sangre
venosa o capilar, es en esta ultima donde puede verse afectado y por tanto
buscar otro tipo de método o equipo para su correcta determinacién. Todas
estas condiciones deben ser corroboradas en el historial clinico del paciente o
cuestionarlo personalmente, de esta forma no seria necesario realizar medidas

gue conlleven a la alteracion del problema.

En este aspecto también se suele considerar a la temperatura a la que se
determina, sobre todo en metodologias de cromatografia. Para resultados
optimos, los componentes del kit de determinacion deben estar acondicionados
para su uso en un cuarto a temperatura entre 15-30° C (Helena Glyco-Tek,
www.helena.com, Bio-Rad, 2003). A bajas temperaturas causan tiempos de
flujo més lento; por ejemplo en métodos de columna de intercambio iGnico
(Helena Glyco-Tek, www.helena.com). Algunas técnicas (Bio System, 2007-
cromatografia) dentro del Inserto (Insert Package) indican si debe multiplicarse
por algun factor dependiendo de la temperatura a la que se esta determinando.
En métodos de afinidad la elucion de la hemoglobina glicosilada en la etapa
final se realiza por un cambio en el pH, esto produce un gradiente en el perfil
de elucién (la hemoglobina glicosilada concentrada eluye primero, seguida del
remanente del buffer) que si no es adecuadamente mezclado puede

proporcionar inestabilidad en la sefal y resultados erréneos (Bio-Rad, 2003).

En esta dependencia al analito, la fraccién labil es de suma importancia ya que
es un estado no estable de la glicosilacién, es decir que si los niveles de azlcar
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decrecen esta fraccion regresa a ser solamente Hb. Muchas de las técnicas
recomiendan incubar los eritrocitos con solucion salina a 37°C o simplemente
hemolisis a pH 5, para su eliminacidon y no interferencia en el ensayo (Fluckiger,

1988), sin embargo cada una indica la forma de realizarlo.

La tercera variable a considerar es el uso de diferentes metodologias y la
fraccion que se determine hacen imposible la comparacion de los resultados
obtenidos en diferentes laboratorios. Las determinaciones estan sujetas en
cuanto al equipo debido a precision, el nimero de muestras trabajadas, el nivel
de automatizacién, los costos por prueba; en fin todos estos métodos tienen
como objetivo cuantificar la hemoglobina glicosilada presente en una muestra,
s6lo 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 comparacion entre
los métodos existentes hasta el momento para poder discernir en que
momento, tipo de muestra y condiciones de un meétodo es mas util a un
laboratorio o investigador. Una de las desventajas de la determinacion de la
hemoglobina glicosilada es que no existe una estandarizacion de la
determinacion de HgbAlc, y que los valores de referencia difieren
sustancialmente de un laboratorio a otro y estan en funcion de la metodologia

utilizada.

3.2 ESTANDARIZACION DE METODOS

El uso 6ptimo de las pruebas para hemoglobina glicosilada requiere de la
estandarizacion de los ensayos que se usan para medirla. Esta estandarizacion
beneficia a los médicos y a los pacientes, y permite la comparacion de
resultados entre laboratorios. Por otra parte, facilita la evaluacion del riesgo del
paciente al comparar los resultados de su analisis con los datos que brinda el
estudio DCCT (Babic, 2003).
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La interpretacién adecuada de los resultados de las pruebas de HbAlc requiere
que el profesional de la salud comprenda la relacion entre los resultados del
analisis y los valores medios de la glucosa en sangre, la cinética de la
hemoglobina glicosilada y las limitaciones especificas del ensayo (Hemoglobina

glicosilada en www.rochediagnostics.com.ar...).

Poco después de la introduccion de HbG en la practica clinica rutinaria se
verificO que habia una diferencia significativa en resultados producidos por
diferentes laboratorios. Era evidente que los resultados dispares obtenidos se
originaban debido a la amplia gama de métodos utilizados y a la falta de un

material primario de referencia.

Las comparaciones de los resultados de diferentes laboratorios era, por lo
tanto, dificil, y muchas veces imposible. La estandarizacion con calibraciones
comunes fue el primer propdsito en 1984; sin embargo, so6lo después de la
publicacion del ensayo del control y complicaciones en diabetes en 1993
(DCCT) es que el tema de la estandarizacion internacional de medidas de la
GHb llegé a ser un objetivo importante para cientificos y clinicos.

En los Estados Unidos se implementd un programa en 1996 (NGSP Nacional
Glycohemoglobin Standarization Program) para que todos los laboratorios
informaran en forma trazable con DCCT y confiable (Agratti, 2008; NGSP,
2009). También se realiza una evaluacion de la precision y una comparacion de
muestras con estimacion del error sistematico. ElI Collage of American
Pathologists (CAP) tiene también un programa de ensayo de aptitud que utiliza

sangre total y muestras liofilizadas (Agratti, 2008)

Para el afio de 1998 se decia que al medir distintas fracciones con los distintos
métodos, los resultados a menos que hayan sido estandarizados al método de
referencia interino, (DCCT BioRex 70) no se pueden comparar. Ademas cada
meétodo tiene ciertas ventajas e inconvenientes que debemos conocer para
interpretar adecuadamente los resultados (Antuiia, 1998; Manual manejo de
insulinas, 2001).
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A través de los esfuerzos del NGSP, los resultados de la hemoglobina
glicosilada pueden ser expresados en gran sentido que proporcione las
respuestas esenciales sin tomar en cuenta el método utilizado. Este esquema
no elimina los problemas de interferencia que existen con varios metodos, pero
ayuda a dar resultados de evaluacion en un acuerdo comun (Glycated

hemoglobin, www.primusdiagnostics.com).

El comité de estandarizacion NGSP, planteo los siguientes objetivos:

e Establecer si el método interino de referencia propuesto, utilizado en el
DCCT, BioRex 70, es aplicable como sistema primario de referencia.

e Establecer si el método de referencia se puede transferir a otros
meétodos. Un obijetivo es lograr la estandarizacion de la mayoria de los
meétodos de determinacion actuales y futuros con respecto al DCCT.

e Estudiar si se puede preparar y evaluar un estandar de calibracidon

primario.

Se propuso que cada fabricante llevase acabo la estandarizacion, verificandola
posteriormente en una “muestra fresca” del método de referencia interino
DCCT/Goldstein BioRex 70.

Para 1998 se dio una lista con los 10 métodos (Tabla 10) que habian recibido
la certificacion de estandarizacion con respecto al método de referencia interno
(Antuiia, 1998).

TABLA 10. METODOS QUE HAN RECIBIDO LA CERTIFICACION DE
ESTANDARIZACION CON RESPECTO AL METODO DE DCCT/Goldstein
BioRex 70, EN 1998.

Abbott IMX Bio-Rad Hb Alc micro
Bayer DCA 2000 Bio-Rad Variant Alc
Bio-Rad diamat Helena Glyco-Tek
Bio-Rad Diastat Primus HPLC
Beckman Diatrac BMC Tina Quant

Tomado de Antufia, 1998.
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Las reuniones realizadas anualmente por las instituciones encargadas de esta
estandarizacion (NGSP, DCCT, IFCC, etc.) han tomado el tema con gran
responsabilidad, y evaldan el método estudiado con respecto a laboratorios
secundarios de referencia; igualmente cambian el método de referencia
dependiendo los estudios y avances que se realizan continuamente (NGSP,
2009).

Existen recomendaciones respecto a la etapa analitica que incluyen utilizar
ensayos cuyo Coeficiente de Variacion Interensayo (CVi) sea inferior a 5%
(idealmente 3%); deberan incluirse al menos dos niveles control con diferentes
concentraciones en rangos bajos y altos. Todos los resultados obtenidos que
estén por debajo del limite inferior del intervalo de referencia, asi como los que
superen una concentracion de 15% de HbAL1C, deberan ser reensayados
(Agratti, 2008; NGSP, 2009).

El limite de 15% utilizado en 2007 fue bajado hasta 12% durante el afio 2008 y
actualmente se han anunciado reducciones en un futuro programando:

En estudios 2009: reducir a +/- 10%

En estudios 2010: reducir a +/- 08%

En estudios 2011: reducir a +/- 06%

Recientemente la IFCC (Internacional Federation of Clinical Chemistry) formé
un grupo para la determinacion del método de referencia y del patrén primario
para HbAlc. Los métodos evaluados son HPLC cuantificados por dos métodos
distintos, electroforesis capilar y espectrometria de masa. Fueron aprobados
como metodos de referencia en el afio 2002, ambos métodos han arrojado
resultados comparables y especificos para la molécula de HbAlc. Estos
métodos no tienen interferencia por hemoglobinas anormales, HbS y HbC, ni
hemoglobinas carbamiladas o acetiladas (Lapolla, 2005; NGSP, 2009;
Hemoglobina glicosilada en www.rochediagnostics.com.ar...). Los dos métodos
de referencia miden especificamente el residuo glicado del N-terminal de la
cadena beta (NGSP, 2009). Aungue en alguna bibliografia (Thevarajah, 2009)
ya se considera a la espectrometria de masa como una categoria mas, la gran
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mayoria se encuentra sélo en grandes laboratorios donde se realizan
investigaciones y aun no estan al alcance de los laboratorios de menor nivel,
por tanto se consideran solo tres principios, métodos por separacion de carga,

meétodos por afinidad e inmunoensayos.

Actualmente se espera que sea capaz de usarse este procedimiento especifico
de estandarizacion, y se espera que todos los laboratorios tomen en
consideracion algunos puntos fundamentales, como el coeficiente de variacion
del método es mas bajo del 3%, los resultados analiticos seran expresados
como %HbAlc, el método usado para la medicion es calibrado con materiales
de calibracion que poseen una concentracién asignada por los laboratorios de
referencia, y el control de calidad sera ejecutado sistematicamente por todos
los laboratorios. Por esta razon es util para los laboratorios la participacion en
el programa Externo de Evaluacion de la Calidad, el cual consiste en examinar
calibradores distribuidos por los organizadores del programa y transmitir sus

resultados para verificacion de la confiabilidad de medicion (Lapolla, 2005).

En la reunién del comité asesor clinico (CAC) del NGSP en junio del afio 2008,
discutieron sobre las variantes de hemoglobina, la variabilidad entre
laboratorios y métodos, los resultados de estudios de la relacion entre HbAlc y
la glucosa promedio, la posible diferencia racial en valores HbAlc y el uso de
HbAlc para el diagnostico de diabetes (NGSP, 2009).

Las variables discutidas fueron:

1. Las hemoglobinas variantes ya que estos efectos varian dependiendo de las
variantes y derivados de Hb y el método especifico para HbAlc (Tabla 11).
También se hablo sobre el uso de Roche Integra Gen. 2 (método de
inmunoensayo), el cual no muestra interferencia por esas variables. Ademas
hablaron sobre las interferencias de HbE y HbD.

2. La variabilidad en HbAlc, los métodos mas especificos tienen un CV < 5%.
3. La IFCC grupo de trabajo en la estandarizacion de HbAlc, discute sobre

gue en todos los instrumentos vendidos después del 1 de enero de 2011, los
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resultados seran reportados en unidades IFCC (mmol/mol) y unidades NGSP
(%).

4. Estudios de instituciones como ADA/EASD/IDF, en la relacion entre HbAlc y
el promedio de glucosa en la sangre. Desafortunadamente la diferencia de
grupos étnicos es de representacion baja en este estudio.

5. La HbAlc es una medicion valida de glucemia en grupos étnicos. En no
hispanos la HbAlc es menor que en mexicanos- americanos, los cuales son
mas bajos que en negros.

6. HbAlc para diagnéstico, esto ha sido repetido otros afios para determinar

que este examen es mejor técnica en el laboratorio que la glucosa.

Al parecer la American Diabetes Association y el Expert Committee on the
Diagnosis of Diabetes, oficialmente recomendara el uso de HbAlc para el
diagnéstico, en alguna fecha del 2009. De acuerdo a la ADA (American

Diabetes Association) se recomienda en las practicas clinicas lo siguiente:

“Este comité de junta de la ADA, la Asociacion Europea para el Estudio de la
Diabetes y la Federacion Internacional de Diabetes, recomendara que la Alc
llegue a ser el examen de diagnostico preferido para diabetes”. Algunos puntos
para el diagndstico se empezaron a discutir al tiempo de la publicacion de este
acuerdo. Las recomendaciones actualizadas seran publicadas en Diabetes
Care y disponibles en Diabetes.org (NGSP, 2009).

Los cambios en los criterios de certificacion de NGSP comenzaran en enero del
afio 2010, estos cambios seran para manufactura y certificacion de
laboratorios. Los laboratorios se certifican de acuerdo al criterio de aceptacion
establecido para Laboratorios Nivel Il, el cual establece que la diferencia entre
los métodos de referencia y el método en estudio, no debe ser mayor a +/-
1,0% de HbALC; asi mismo, el porcentaje de imprecisidn no debe superar el
4% (NGSP, 2009).
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TABLA 11: EFECTOS DE FRECUENCIA ENCONTRADOS EN LAS
VARIANTES DE Hb Y LOS DERIVADOS DE LA HEMOGLOBINA, EN LA
MEDICION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA.

Interferencia (Si/No)

Metodos HbC HbSHbHbD HbF Hb
(listado en orden alfabético de manufactura) E elevada | Carbamilada
*Abbott Architect (Seradyn Reagents) Si Si |- - -
*Axis-Shield Nycocard (Primus Nycocard) No No | - - -
*Axis-Shield Afinion No No |[No| No - -
*Siemens (previously Bayer) Advia Si Si |- - -
*Siemens (previously Bayer) DCA 2000 Si/No | No |No| No Si No
Beckman Diatrac Si Si |- Si Si
*Beckman Synchron No No |No| No - -
*Bio-Rad D-10 (short Program) Si/No | No |No| No - -
*Bio-Rad D-10 (extended program) No No |No| No - -
*Bio-Rad DiaSTAT No Si |- - -
*Bio-Rad Variant Alc No |Si/No|No| No - Si
*Bio-Rad Variant GHb No No | - - - -
*Bio-Rad Variant Il Alc Si/No [Si/NoNo| No No No
*Bio-Rad Variant Il Turbo No No |Si| Si - -
*Dade Dimension No No |[No| No - -
Diazyme Direct Enzymatic HbAlc No No |No| No - -
Drew Scientific DS5 No Si |- - - -
*Helena Glyco-Tek Si No | - - - -
*Menarini HA8140 No Si |Si| Si No Si /No
*Menarini HA8160 (Diabetes Mode) No No |Si| Si - -
*Menarini HA8160 (Thalassemia Mode) - - |No| Si
Microgenics No No | - - - -
*Bayer (previously Metrika) Alc Now Si Si |[No| No - -
*Olympus Si Si |[No| No Si -
(>10%)
Ortho-Clinical Vitros No No |No| No - -
Pointe Scientific Hemoglobin Alc No No |No| No - -
*Primus Boronate Affinity HPLC No No |No| No Si No
*Bio-Rad Deeside (previously Provalis) Si No | - - -
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*Roche Cobas Integra Si Si | - - - -

*Roche Cobas Integra Gen2 No No |[No| No - -

*Roche Tina-quant I No No |[No| No [No (<30% No
HbF)

*Roche Unimate Si Si |- - - No

*Tosoh Alc 2.2 Plus No No |Si| No Si Si/No

*Tosoh G7 No No |Si| No No -

*Tosoh G8 - - |Si| No - -

* indica la certificacion de NGSP hasta el tiempo de actualizacién (Abril 1, 2008,
www.ngsp.org). Si/No indica que es un dato encontrado en la literatura. El
indicador en negrita es la opinibn de NGSP. Para el método de HPLC por
intercambio idnico, la interferencia de las variantes, y de los aductos pueden
ser dependientes de los muchos reactivos usados. Modificada de NGSP, 2009

y consultada el dia 05 de mayo de 2009.

3.3 METODOLOGIA

Existen diferentes métodos para realizar la determinacion de hemoglobina
glicosilada como se vera mas adelante. A su vez como la fraccion medida
depende directamente de la técnica utilizada, esto ha resultado en que los
laboratorios midan diversas fracciones de la hemoglobina, HbAl, HbAlc y la
hemoglobina glicosilada total de acuerdo a la técnica utlizada (HbG)
(Hemoglobina glicosilada en www.rochediagnostics.com). Los diferentes
métodos pueden medir HbA1 (hemoglobina rapida total) 6 HbAlc. La HbAlc
constituye 3% a 6% de la hemoglobina total y es la hemoglobina glicosilada
mas especifica, refleja las concentraciones de glucemia promedio de las cuatro

a ocho semanas precedentes (Barrén, 2000).

La interpretacion de las determinaciones de hemoglobina glicosilada depende
de la caracterizacion de las fracciones que se van a cuantificar. Los métodos
mas adecuados son aquellos que cuantifican especificamente la Alc (Islas,
2002).

91



Algunas de las técnicas presentan fluctuaciones, las cuales son causadas por
la base de Schiff o fraccion labil, las estrategias para la eliminacién de ésta
comprende, el incubar los eritrocitos con solucién salina a 37°C por cuatro
horas, dialisis del hemolizado y reconcentracion del hemolizado por
ultrafiltracién, uso de reactivos de hemodlisis que contienen el eliminador los
cuales son trampas que aceleran la disociacién o simplemente hemdlisis a pH
5 (Fluckiger, 1988).

Los métodos mas comunes de cuantificacion de hemoglobina glicosilada en el
laboratorio clinico se han clasificado en tres grupos principales:

| Métodos por Separacion de Carga

Il Métodos de Afinidad

[l Métodos de Inmunoensayo

Todos estos meétodos tienen como objetivo cuantificar la hemoglobina
glicosilada presente en una muestra, solo que cada uno de ellos detecta o
cuantifica de diferente forma diversas fracciones o grupos especificos de la
hemoglobina que es capaz de unirse a glucosa. De esta simple diferencia
surge la necesidad de realizar una comparacion entre los métodos existentes
hasta el momento para poder discernir en que momento, tipo de muestra y

condiciones, un método es mas Util a un laboratorio o investigador.

Es preciso conocer bien el método que estamos utilizando, el primero separa
las hemoglobinas por la diferencia de carga y asi identifican la hemoglobina
qgue al glucosilarse ha sufrido una variaciéon en su carga (Hgb Al y HgbAlc)
(Guntifias, 2003).

La cromatografia por afinidad al boronato separa la hemoglobina glucosilada

del resto de la hemoglobina midiendo de esta forma la hemoglobina glicosilada

total (Manual manejo de insulinas, 2001).
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Los métodos de inmunoensayo separan la hemoglobina glicosilada de la no
glicosilada por diferencias en la estructura quimica, tras el reconocimiento con

un anticuerpo especifico (Mayer, 1998; Guntifias, 2003).

3.3.1 Procesamiento de la muestra

El almacenaje y la preparacion de la muestra son aspectos importantes en la
determinacion de la hemoglobina glicosilada. La determinacién se suele hacer

con hemolizado de eritrocitos (Fluckiger, 1988) para ello:

1. Se toma sangre venosa fresca colectada asépticamente en un tubo estéril
para venipuntura que contenga etilen diamino tetra acetato (EDTA) como
anticoagulante (Glyco-Tek en www.helena.com).

La HbALC en sangre es estable 3 dias a 15-25°C, 7 dias a 2-8°C y 6 meses a
—20°C (Lo6pez 1997; Bio-rad, 2003; Byo-sistems, 2007). Las muestras
congeladas permanecen estables varios meses y se deben descongelar sélo
una vez. Puede haber deterioro del compuesto en muestras congeladas y
descongeladas repetidamente (Sychron, 2007).

2. Se centrifuga 5 min a 3000 rpm

3. Cuidadosamente se remueve el tapon y se aspira todo el plasma (Glyco-Tek
www.helena.com). El sedimento (pellet) se resuspende en solucién salina
(NaCl 0.9%) y se vuelve a centrifugar. Este paso se repite varias veces.

4. Se lisan los eritrocitos (cada técnica tiene su forma de hacerlo). El
sobrenadante es el hemolizado de eritrocitos. (Analisis de glucemia en

www4.ujaen.es...pdf)

Cada laboratorio debe evaluar sus procedimientos de manipulacion de
muestras para prevenir los resultados variables. Algunos de ellos utilizan
muestras en sangre entera, es decir que no requieren que sea separada del
plasma, asi también en los reactivos a utilizar para la hemolisis y demas
procesos, provocando asi diferencias al momento de poder comparar los

métodos.
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Precaucion

Debido a que ninguna prueba puede ofrecer completa seguridad de la ausencia
de VIH, virus de la Hepatitis B y otros agentes infecciosos, las muestras y
soluciones deben manejarse como capaces de transmitir enfermedades
infecciosas. La Food and Drug Administration recomienda que este material
sea manejado a Nivel 2 de Bioseguridad (BSL2). BSL2 esta referido en los
manuales de los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades de
Institutos Nacionales de Salud, Bioseguridad en Laboratorios Microbiolégicos y
Biomédicos (Stanbio, 2000; Bio-rad, 2003; Sychron, 2007).

3.3.2 Métodos por separacion de carga

Estos métodos se basan en la capacidad de poder separar una muestra en sus
componentes mediante sus diferencias de carga eléctrica y luego cuantificar

cada una de estas fracciones (Wilson, 1993).

Este tipo de proceso separa los componentes menores de la hemoglobina de
la HbAO y mide cualquiera de estos componentes HbAl1 (HbAla +HbAlb +
HbAlc) o solo la HbAlc. Si una muestra contiene particulas con diferentes
fuerzas de carga positiva 0 negativa, la muestra puede ser separada en grupos

de particulas mediante técnicas basadas en la carga eléctrica (Little, 1991).

Las hemoglobinas glicosiladas y las hemoglobinas no glicosiladas son
particulas cargadas positivamente de diferentes fuerzas eléctricas. Por lo que
las técnicas basadas en el intercambio i6nico pueden ser usadas para medir la
hemoglobina glicosilada y conocer su porcentaje respecto a la hemoglobina

total de la muestra (Diatrac, 1995).

Los métodos de separacion por carga suelen subdividirse dependiendo de las

caracteristicas de cada uno de ellos de la manera siguiente:
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Métodos de
separacién por carga

Cromatografia de columna
de intercambio i6nico

Electroforéticos

HPLC por Mini o micro columna
intercambio de intercambio i6nico
; idnico
Electroforesis
Isoelectroenfoque Mini o microcolumnas de Mini o microcolumnas
q intercambio i6nico Alc de intercambio i6nico
(IEF) Al

A.- Electroforesis

Este método se basa en que las hemoglobinas cargadas positivamente migran
hacia una 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, razon por la cual se
separan del resto de las hemoglobinas y migran a diferentes distancias en un
periodo de tiempo (Mathews, 2002). La electroforesis puede realizarse en geles
de agarosa, de agar o geles de acetato de celulosa (Fluckiger, 1988).

En el ensayo de hemoglobina glucosilada las fracciones positivas migraran a
diferentes velocidades hacia la carga negativa o polo negativo del sistema. La
fraccion HbAO posee la carga positiva mas fuerte y migra mas rapido que las
fracciones de la HbAL, las cuales tienen una carga positiva mas débil (Diatrac,
1995).
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Para la interpretacion de este ensayo se utiliza un equipo llamado
densitdmetro, mismo que por medio del grosor de cada banda formada,
determina la densidad Optica de cada una de las bandas obtenidas en la
separacion de las fracciones de la hemoglobina. Finalmente realiza el calculo
porcentual de la relacion hemoglobinas HbAl entre la HbAO (Diatrac, 1995). El
densitdmetro mide el &rea bajo el pico de la fraccion HbAl1 o de sus

subfracciones y el area bajo el pico de la HbAO y calcula los resultados

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 (Little, 1991).
Segun el fabricante o ensayo electroforético utilizado se podra disponer de un
resultado porcentual de %HbAL o % de HbAlc (Diatrac, 1995).

Ventajas
e Este método es altamente referido en la bibliografia.
e EI método es capaz separar todos los componentes de la hemoglobina
glucosilada.
e Es méas rapido que el de isoelectroenfoque (Stanley, 1985).
e El método puede identificar cada fraccién presente en la muestra y
permite realizar un célculo directo del porcentaje de la hemoglobina

glicosilada total o la fraccion Alc (Diatrac, 1995).

Desventajas:

¢ Resultados influenciados por las condiciones bajo las cuales fueron
colectadas, transportadas y mantenidas las muestras (Mayer, 1998).

e Las muestras que no hayan sido adecuadamente conservadas a una
temperatura de 2 - 8 °C, pueden dar una HbAlc falsamente elevada,
debido a la continua absorcion de glucosa de los globulos rojos
(Fluckiger, 1988).

e Variantes de hemoglobina pueden presentar picos que interfieran, y
necesitan ser interpretados por otros métodos (Fluckiger, 1988; Wilson,

1993; Diatrac, 1995).
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e Es inapropiado para la medicion de HbAlc en la muestra de sujetos con
hemoglobinopatias homocigota (Weykamp, 1993).

e Puede estar midiendo pre-Alc. Si la glucohemoglobina labil es causa de
preocupacion, ésta puede ser eliminada por incubacién a un pH de 5, a
37°C (Little, 1991; Weykamp, 1993; Mayer, 1998; Glyco-Tek
www.helena.com)

e No separa Hb A0 de HbEO o HbAlc de HbE1c (Weykamp, 1993; Diatrac,
1995)

e Es muy sensible a cambios de pH y de temperatura (Mayer, 1998).

e Estd sujeto a interferencias de hemoglobina fetal y base de Shiff
(Fluckiger, 1988; Wilson, 1993).

e Suelen correr otras variantes de menor porcentaje a la par de la HbA o
HbS, dependiendo el pH (Thevarajah, 2009).

B.- Enfoque isoeléctrico (IEF)

El enfoque isoeléctrico es una version de la electroforesis en gel que permite
separar los anfélitos de una forma casi pura en funcion de sus puntos

isoeléctricos (Mathews, 2002).

De esta forma esta técnica involucra la separacion de los componentes de la
hemoglobina en una superficie de gradientes de pH (6-8) formada con gel de
poliacrilamida (Stanley, 1985; Fluckiger, 1988), después se aplica un campo
eléctrico y cada anfolito migra hasta llegar al pH que corresponde a su punto
isoeléctrico y en este punto deja de tener una carga eléctrica neta, por lo que
se detiene y se acumula (Mathews, 2002); posteriormente de la separacion, las
bandas son cortadas del gel y eluidas en un buffer. Finalmente las
concentraciones de hemoglobina son medidas a una absorbancia de 415nm

por un espectrofotometro o un densitometro (Stanley, 1985; Fluckiger, 1988).

Los puntos isolectricos de las hemoglobinas glicosiladas HbAla (pl = 6.88),

HbAlb (pl=6.92) y HbAlc (pl=6.85) son menores que el pl de HbA (6.95) y
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pueden ser resueltos por esta técnica. La concentracion de HbAla+b en el
anodo de un aducto de hemoglobina (HbASSG; HbA3) y la HbF hacia el
catodo hacen que la HbAlc sea especificamente determinada (Fig. 16)
(Fluckiger, 1988).
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FIGURA 16. Modelo de un Isoelectroenfoque de un
hemolizado normal. HbASSG y metahemoglobina son
incrementados en hemolizados viejos. Modificado de
Fluckiger, 1988.

La resolucién mejora por adicion de separadores o modificacion del gradiente
de pH, tal como B- alanina, la cual iguala los gradientes en la proximidad del pl
del separador. Aln se mejora la resolucién con preparados hechos cercanos al
rango de pH (6.8-7.3) en geles de poliacrilamida. La separacion entre HbA y
HbAlc es de 2mm usando - alanina y 3mm con los preparados cercanos a los

rangos de pH.

La resolucion por IEF (Isoelectric focusing) es alto para la fraccion labil de
HbAlc y la fase estable de ésta, sin embargo esta resolucion es insuficiente
para la cuantificacion de micro densitometros, asi que para la determinacion de
rutina de HbAlc la eliminacién de la fraccion labil es necesaria. Esta
eliminacién puede realizarse por incubacion de los eritrocitos en solucién salina
a pH 5 (Fluckiger, 1988).
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Ventajas
e Especifico para medir HbAlc (Stanley, 1985; Lapolla, 2005).
¢ No hay interferencia por fraccion labil o Hb anormales (Lapolla, 2005).
e Alta capacidad (60 muestras diariamente)
e No depende de la temperatura, ya que usa un control termostatico
(Stanley, 1985).

Desventajas

e Requiere equipo caro y especial (Fluckiger, 1988; Lapolla, 2005).

¢ Requiere alta habilidad técnica.

e Requiere mayor tiempo para tener el resultado (Stanley, 1985).

e Las variantes de hemoglobina (Hbs,C,D, etc) y la modificacion de la
glicacion (carbamilacion, acetilacion) pueden causar interferencias.

e Las muestras que no hayan sido adecuadamente conservadas a una
temperatura de 2 - 8 °C, pueden dar una HbAlc falsamente elevada,
debido a la continua absorcién de glucosa por los glébulos rojos
(Fluckiger, 1988).

C.- Cromatografia de columna de intercambio i6nico

De manera general en todas las separaciones cromatograficas la muestra que
se desea separar se disuelve en la fase movil que es aquella en la cual estan
los solutos que se van a separar. La fase movil se hace pasar a través de una
fase estacionaria, la cual se mantiene fija en una columna o en una superficie
sélida que actia como soporte. Los componentes fuertemente retenidos por la
fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mévil. Los
componentes con baja afinidad por la fase estacionaria se desplazan con mas
rapidez al ser arrastrados por la fase movil. Una vez que todos los
componentes han atravesado la fase estacionaria, salen separados unos de
otros lo que permite utilizar las fracciones en procesos de identificacion o

cuantificacion (Mathews, 2002, Analisis de glucemia, en www4.ujaen.es).
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La cromatografia agrupa un importante grupo de técnicas que permiten separar
componentes de mezclas complejas. El clasico método para la determinacion
rapida de HbAla-c por cromatografia en la resina de intercambio catidnico
BioRex 70 fue introducido por Trivelli en 1971 (Fluckiger, 1988).

Varios enfoques incluyendo el uso de minicolumnas o equipo automatizado por
HPLC son usados para las cromatografias de intercambio ionico y son
aceptables para la rutina clinica del laboratorio. Estos métodos miden HbA1 o
HbA1c, usualmente incluyen HbF (Fluckiger, 1988).

Los métodos dependientes de carga miden o2 (B-N-glucosa)2 la mas
abundante de las cuatro especies estables. Esta fraccion ha sido designada
Alc basado en este sistema de migracion en el sistema de carga. La fraccion
labil también migra en esta region y es usualmente removida por un simple pre-
tratamiento donde se usa el método de intercambio i6nico. La hemoglobina sin
glucosa unida migra a la region llamada AQ. Las otras tres especies estables de
Alc (Tabla 7) también migran con la hemoglobina A0 donde la glucosa unida
no resulta en un cambio de su carga neta. El término Total A1 es usado en los
términos relacionados con la carga para describir las condiciones medidas de
Alal, Ala2, Alb y Alcy que no incluye las especies localizadas en la fraccion

A0 (www.primusdiagnostics.com).

La presencia de las variantes de hemoglobina (HbS, C, F, etc) y la modificacion
de la glicacion (carbamilacion, acetilacion) limita la precision de estos métodos.
Mejoramientos en métodos de intercambio iénico por HPLC han reportado que
proporciona identificacion de muchas de las interferencias potenciales de las

variantes de la hemoglobina y sus derivados.

Los resultados usando métodos de intercambio i6nico son expresados como
porcentajes. En algunos casos (ej. Diamat Alc), la sefal de la fraccion Alc es
comparada con las sefales de combinacion de las fracciones A0 y Alc y
reportado como %Alc (Fig. 17) (Glycated hemoglobin:
www.primusdiagnostics.com)
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FIGURA 17. Cromatograma de HPLC Diamat. Muestra de
una persona con diabetes. Muestra los picos de separacion
de HbAla, HbA1lb, HbF, HbAlc. Tomada de Little 1991.

C.1- Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) por Intercambio

Catiénico

La HPLC (High-performance liquid chromatography) es un sistema de
cromatografia en columna con un sistema inyector de la muestra y un impulsor
de la fase movil que acelera el proceso (Andlisis de glucemia en

www4.ujaen.es..pdf).

Aungue una buena resolucién puede ser obtenida con Biorex 70, esta resina no
tolera presiones por encima de 20 bares y la vida de la columna es por lo tanto
corta. Este retroceso ha requerido del desarrollo de resinas no comprensibles y
columnas fuertes, estimulando asi el uso de varias resinas de intercambio
ionico por HPLC (Fluckiger, 1988; Mathews, 2002).

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 (la hemoglobina no glicosilada (HbAOQ)) y las
particulas con menor fuerza positiva (HbA1) se unen de manera menos fuerte a
la resina (Stanbio, 2000; Mathews, 2002). Las sub-especies de HbAl pueden
ser separadas de ella misma y de otros componentes de un hemolizado por
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cromatografia a pH 6.7, a este pH se producen las bandas de HbAla, HbA1lb,
HbAlc las cuales son rpidamente eluidas (Stanley, 1985). Las particulas de
uniones mas fuertes eluiran en fracciones posteriores. El porcentaje de HbA1,
se determina midiendo los valores de absorbancia a 415 nm de la fraccion
HbAl y de la fraccion de Hb total, calculando la proporcion de absorbancias
(Stanbio, 2000; Mathews, 2002).

La determinacion de la HbG o sus fracciones en este método se realiza en un
sistema casi automatizado, el cual utiliza los principios de la Cromatografia
liguida de intercambio idnico, este tipo de sistema puede utilizar una bomba de
un sélo pistdon con una valvula de pasos por gradiente, la cual permite que
amortiguadores de fosfatos de fuerza i6nica cada vez mayor pasen a través de
la columna analitica utilizando programas de elucion de hasta 8 minutos. La
columna analitica contiene particulas esféricas de gelatina de intercambio
cationico (Bio-Rad, 1990).

Su absorbancia es medida por un instrumento denominado cromatégrafo
liguido de alta resolucién (415nm) (Stanley, 1985), mismo que interpreta y
realiza graficos de los resultados o porcentajes de hemoglobina glicosilada y
sus fracciones de interés. La lectura en el espectrofotdmetro es medida a 415
nm para muchos de los métodos utilizados, debido a que a esta longitud de
onda se da la mayor absorbancia de la Hb. Sin embargo cada metodologia

puede utilizar variaciones, como en el caso de los inmunoensayos.

Ventajas

¢ Es una metodologia semi automatizada o automatizada.

e Es unatécnica rapida y reproducible (Lapolla, 2005).

e Las variantes anormales de la hemoglobina no necesariamente tienen
que afectar el resultado HbS1c y HbClc (si la HbF es menor de 5 % no
afecta el resultado, pero puede llegar a hacerlo) (Weykamp, 1993;
Manual manejo de insulinas, 2001; Wiwanitkit, 2007).

e Es la técnica mas ampliamente utilizada (Stanley, 1985; Barron, 2000).
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Es mas cara que las minicolumnas (ya que puede estar libre de
interferencias por variantes de hemoglobina) pero ofrece una alta
precision (Fluckiger, 1988; Glycated hemoglobin
www.primusdiagnostics.com)

Para sujetos con hemoglobinopatias heterocigotas (HbAS, HbAC) y
sintesis variantes de Hb, el método debe satisfacer tres condiciones: la
variante de Hb deben ser reconocidas HbAlc, HbAO y las variantes de
Hb deben ser separadas y cuantificadas, y HbAlc debe ser expresada
en % de HbAO +HbAlc (Weykamp, 1993).

Excelente precision con coeficientes de variacion en el rango del 3% o
cercano a él en los aparatos mas actuales (NGSP, 2009).

Es posible determinar valores estandarizados de % HbAlc

Desventajas

La fraccion labil produce interferencias, si las muestras no son
previamente tratadas (Mayer, 1998; Guntifias, 2003; Glyco-Tek).
Resultados influenciados por las condiciones bajo las cuales fueron
colectadas, transportadas y mantenidas las muestras (Mayer, 1998).
Variantes de hemoglobina pueden o no presentar picos que interfieran, y
necesitan ser interpretados por otros métodos (Fluckiger, 1988; Wilson,
1993; Guntifias, 2003).

Es inapropiado para la medicion de HbAlc en la muestra de sujetos con
hemoglobinopatias homocigota (HbSS y HbCC) (Weykamp, 1993).

Otras hemoglobinas, como la HbF, la Hb carbamilada y la Hb acetilada,
pueden interferir (Weykamp, 1993; Glyco-Tek www.helena.com).

Se reporto que algunas variantes de bajo % no pueden ser detectadas
por algunos equipos ya que corren a la par con cualquiera de las Hb
(normal o variante) (Thevarajah, 2009; Higgins, 2005).

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

Este sistema es un equipo delicado que no podra ser utilizado en otro

tipo de ensayo.
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C. 2- Mini o micro columna de intercambio iénico

Los métodos por mini 0 microcolunmas de intercambio i6nico se pueden sub
clasificar segun su capacidad de poder o no cuantificar la fraccion HbAlc de la
hemoglobina glucosilada. Estos instrumentos reciben el nombre dependiendo
del tamafo, usualmente las mini columnas son del tamafio de una pipeta
Pasteur, y las microcolumnas aun mas pequefas. El principio fisicoquimico en
los dos tipos de columnas es el mismo pero la capacidad de separar las

fracciones de la HbA1 hace la diferencia (Stanley, 1985).

En general las mini 0 micro columnas por intercambio i6nico que son capaces
de separar HbAlc se basan en hacer pasar por una columna empacada de
resina cationica ligeramente acidifica una alicuota de muestra hemolizada para
luego aplicar un buffer de fosfatos de fuerza ionica baja a través de la columna.
Este buffer hace eluir de forma especifica la hemoglobina Alc (HbAlc) previa
eliminacién por lavado de la Hemoglobina Ala+b (HbAla+b), la base de Schiff,
interferencias ictéricas o lipémicas. La HbAlc se mantiene capturada en la
resina cationica, hasta que se hace pasar un segundo reactivo de elucion de
mayor fuerza catiénica mismo que libera a la HbAlc que sera interpretada en el
método como fraccidén de la hemoglobina total. La estimacién del porcentaje de
la Hb Alc se realiza por lectura de la absorbancia a 415 nm. La absorbancia es
estable durante al menos una hora (Bio Systems para cromatografia, 2007). El
tanto por ciento de HbAlc en la muestra se calcula a partir de una féormula

general.

Concentracion Hb glicosilada
% Hb glicosilada= X100
Concentracion Hb total

Las mini o micro columnas por intercambio idénico que son capaces soélo de
separar HbAl se basan en emplear una resina de intercambio cationico de
fuerza baja que hace eluir todas las hemoglobinas y componentes de la
muestra con excepcion de las fracciones componentes de la HbA1 es decir que
logran la separacion de la glicohemoglobina o fraccion rapida de la

hemoglobina total (Stanley, 1985).
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La separacion en este tipo de columnas son ampliamente sensibles en

condiciones de ensayo como pH, fuerza idnica y temperatura, la precision es

mejor si la temperatura es controlada. Los kits para las columnas comerciales

han sido evaluados y encontrados con un alto estandar (Fluckiger, 1988).

Ventajas

No requiere de equipo especializado (Stanley 1985; Fluckiger, 1988).
Las microcolumnas son rapidas (Lapolla, 2005).

Son de bajo costo.

Son de uso facil.

Se realiza en corto tiempo.

Desventajas

No especifico para medir HbAlc (Lapolla, 2005).

Mide la fraccion labil, si las muestras no son previamente tratadas y por
lo tanto sufrir variaciones (Stanley, 1985; Lapolla, 2005).

Puede sufrir interferencias por presencia de hemoglobina C o S pero las
diferencias no son clinicamente significativas (Bio Systems para
cromatografia, 2007).

Otras variantes de hemoglobina, como la HbF (aumentada), la Hb
carbamilada y la Hb acetilada, pueden interferir al igual que
medicamentos (Weykamp, 1993; Bio Systems para cromatografia,
2007).

Es dependiente de la temperatura a la que se lleva acabo (Stanley,
1985; Lapolla, 2005).

Es muy sensible a cambios de pH y de temperatura (Mayer, 1998).

Tiene interferencias por hiperlipemia y anemia hemolitica (Lapolla, 2005;
Bio Systems para cromatografia, 2007).

Las variaciones en las condiciones de ensayo no pueden evitarse del
todo y por lo tanto las fracciones de hemoglobina eluida no son siempre
cuantitativamente colectadas dependiendo del equipo (Fluckiger, 1988).
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3.3.3 Métodos por afinidad

La caracteristica principal de los métodos por afinidad es que todos los
métodos miden todas las hemoglobinas glicosiladas en la muestra, es decir la
hemoglobina glicosilada total (Wilson, 1993; Guntifias, 2003; Glyco-Tek

www.helena.com)

La cromatografia por afinidad separa no solo HbAlc, sino también otras
glicohemoglobinas que no pueden ser separadas por diferencia de carga (HbG
total) (Little, 1991; Glycated hemoglobin en www.primusdiagnostics.com).
Todos los métodos de Afinidad miden en global la HbA glucosilada, la HbF
glucosilada, la HbS, la HbC glucosilada, la HbE glucosilada y cualquier otra
variante de hemoglobina capaz de glucosilarse. Los resultados de estos
métodos generalmente se reportan como % de GHb (Barrén, 2000).

Todos los métodos de Afinidad coinciden en ser métodos por afinidad a
boronatos (a4cido m-aminofenil bdérico) (Little, 1991); por esta razén son
denominados usualmente como meétodos de Afinidad por Boronato (Wilson,
1993).

La cetoamida forma una configuracién quimica especifica que causa que este
compuesto se una a la resina con boronato (Mayer, 1998). Los boronatos
tienen una fuerte afinidad por los azlucares en la hemoglobina glicosilada, por lo
gue se unen a la hemoglobina glicosilada y todas aquellas hemoglobinas no
glicosiladas se retiran mediante lavados. Posteriormente una solucion de
sorbitol se adiciona y los Boronatos que tienen una mayor afinidad por el
sorbitol se unen a éste y liberan a las moléculas de hemoglobina glucosilada
cuya concentracion podra ser leida segun el método utilizado y comparada
frente a una lectura de la hemoglobina total de la muestra para determinar el %
que representa la hemoglobina glicosilada de la hemoglobina total (Fluckiger,
1988; Wilson, 1993).
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Los métodos por afinidad pueden dividirse a su vez en:

Métodos de
Afinidad
|
Captura ionica Columna de (_:rgmatografla por
afinidad
Cromatografia de alta resolucién Mini o micro
por afinidad columna

A.- Capturaidnica

En esta técnica la matriz de fibra de vidrio de la célula de captura es pre tratada
con amonio cuaternario de alto peso molecular. Durante la prueba, las
moléculas afines se unen especificamente a la hemoglobina glicosilada por
medio de la interaccion entre di-hidroxiboronato y las moléculas de glucosa de
la hemoglobina glicosilada. Esta dltima es, por lo tanto, separada de la
hemoglobina no glicosilada merced a la interaccion electrostatica entre la
hemoglobina glicosilada polianiénica y la superficie catidnica de la matriz
(captura del ion). Posteriormente, la hemoglobina glicosilada es cuantificada
por un método fluoresceinico. Los resultados son presentados en porcentaje,
procediendo de la formula general utilizada en muchos aparatos (Little, 1991;
Lépez, 1997):
Concentracion Hb glicosilada

% Hb glicosilada= X100
Concentracion Hb total

Un estudio de correlacion entre la hemoglobina glicosilada de los Laboratorios
Abbott y la cromatografia de intercambio i6nico, establecié y confirmé la
relacion lineal entre estos dos meétodos. Basandose en esta relacion fue
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definida la ecuacion usada para convertir la hemoglobina glicosilada en % de

hemoglobina A1C:

% de hemoglobina glicosilada + 1,76
y HbALC=

1.49

Ventajas

Los métodos que miden la afinidad del boronato para la hemoglobina
glicosilada muestran una minima interferencia con las formas variantes
de la Hb (Wilson, 1993). Las hemoglobinas F (fetal), S y C, no interfieren
significativamente con la prueba. Excepto por las Hbs S y C
homocigotas (HbSS, HbCC) (Weykamp, 1993).

Para fines diagnésticos, la prueba de hemoglobina glicosilada deberia
ser usada en forma conjunta con otros datos, tales como sintomas,
impresiones clinicas, etc.

Los niveles clinicos de la hemoglobina glicosilada con la fraccion
aldimina (pre-A1C) son relativamente bajos y pueden ser eliminados con

previo tratamiento (Weykamp, 1993).

Desventajas

Las muestras de sangre pueden contener cantidades importantes de
materiales insolubles. Si el material insoluble es transferido a la matriz
de fibra de vidrio, durante la realizacion de la prueba, se puede producir
alteracion importante de los resultados. Para evitar esto, antes de iniciar
la prueba, las muestras deben ser mezcladas vigorosamente para
garantizar su homogeneizacion (Lopez, 1997).

La HbF corre cromatograficamente junto con HbA1 en algunos métodos
de electroforesis e intercambio ionico (Islas 2002).

La enfermedad obstructiva crénica, el asma bronquial y los pacientes
con bronquitis crénica, pueden tener hipoxia y esto producir una
poliglobulia reactiva y por tanto, afectar los resultados de la
determinacion de las hemoglobinas glicosiladas y Alc (L6pez, 1997).
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B.- Cromatografia por afinidad

La cromatografia por afinidad tiene ciertas caracteristicas que incrementan la
precision, especificidad y linealidad de las determinaciones de hemoglobina

glicosilada (Glyco-Tek www.helena.com).

El principio de este método es que emplea una columna de afinidad utilizando
un grupo dihidroxiboril unido a una resina insoluble de celulosa. La Unica
propiedad de los grupos dihidroxiboril incluye una afinidad a los grupos cis-diol
presentes en muchas azucares simples incluyendo la glucosa, asi permite la
separacion de la hemoglobina glicada de las hemoglobinas no glicadas
(Wilson, 1993; Glyco-Tek www.helena.com). La elucién con reactivo basico pH
8.1-8.6 remueve las hemoglobinas no glicadas, la hemoglobina carbamilada y
la forma labil de HbA1l, mientras que retiene las formas glicadas.
Posteriormente estas hemoglobinas retenidas son eluidas con otro reactivo de
sorbitol, buffer y 0.1% acido de sodio pH 6.0.

Los valores de hemoglobina glicosilada es determinada por comparacién de
dos soluciones utilizadas por un espectrofotometro operado a 415 nm. La
longitud de onda es seleccionada cercana a la de maxima absorcion de la
hemoglobina para ampliar el intervalo de concentracion de trabajo del
instrumento (Bio Rad, 2003; Glyco-Tek www.helena.com).

El algoritmo para calcular la HbAlc es una ecuacion de regresion lineal
derivada de una estandarizacion con la referencia de laboratorio del Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT).

La muestra de sangre es colectada un tubo estéril para venipuntura que
contenga EDTA, heparina o citrato como anticoagulante, se centrifuga, se le
aspira el plasma y se coloca la solucion de hemolisis (Glyco-Tek

www.helena.com).
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Los resultados son calculados por la férmula general

Abs de HbG x 100%

= % HbG
(Abs de HbG) + (Abs de no HbG)

Después del célculo del %HbG, la siguiente ecuacion puede ser usada para
determinar el % HbAlc (Wilson 1993)

%HbG + 1.76
% Alc =

1.49

Ventajas

No sufre interferencia de hemoglobinas anormales (Little, 1991; Wilson,
1993; Bio Rad, 2003). Excepto por las Hbs S y C homocigotas (HbSS,
HbCC) (Weykamp, 1993).

No interfieren cambios de temperatura o pH (Glyco-Tek).

Si se guarda en la obscuridad el gel de afinidad puede ser usado mas de
10 veces (Fluckiger, 1988).

No existe interferencia de la fraccion Ilabil, ni de hemoglobina
carbamilada en pacientes urémicos.

Usa solamente controles HbAlc que sean designados para uso de cada
una de las pruebas (Bio Rad 2003).

Fue escogido como método de referencia por el DCCT (Wilson 1993).

Desventajas

Puede ser afectado el resultado por anemia hemolitica.

Bajas temperaturas pueden generan bajos tiempos de flujo.

Algunos medicamentos interfieren con la determinacion dependiente de
la concentracion (Glyco-Tek, www.helena.com).

Experiencia técnica requerida para procesar muestras.

Mide todas las hemoglobinas glicosiladas (Wilson, 1993).

Las concentraciones elevadas de lipidos pueden interferir causando

resultados bajos (Bio Rad, 2003).
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B.1- Cromatografia liquida de alta resolucién por columnas de afinidad

La matriz de fibra de vidrio esta precubierta con un compuesto de amonio
cuaternario de alta masa molecular, esto imparte una carga positiva neta a la
matriz, la cual permite la captura electrostética anionica del complejo analito-
muestra (Wilson, 1993). En el ensayo de hemoglobina glicosilada el complejo
anionico esta formado entre moléculas de gliconemoglobina y un reactivo de

afinidad polianionica de acido poliacrilico y dihidroxiboronato.

La especificidad de este ensayo esta basada en la habilidad del
dihidroxiboronato o &cido borénico de formar esteres ciclicos en interaccion
con 1,2-cis-diol de la glicohemoglobina y utilizar el agente de afinidad
polianionico 3 (Fig. 18) como componente crucial (Wilson, 1993; Rajarathnam,
2005). Este agente polimerico de 225 kDa es preparado de poli (acido acrilico)
PACA 1 (Fig.18) y acido 3-aminofenilboronico APBA, 2 (Fig. 18); la presencia
tanto de los grupos del &cido bordnico como del acido carboxilico en el reactivo
es de gran importancia para la efectividad de captura. Los estudios de
Rajarathnam y colaboradores encontraron que el peso molecular de 225KDa

es especifico para la medicion de HbG (Rajarathnam, 2005).
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FIGURA 18. Esquema de preparacion del agente de afinidad polianionica.
Modificado de Rajarathnam, 2005.
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La glicohemoglobina es separada de la no glicosilada a través de la interaccion
electrostéatica entre el componente de poliacrilico del reactivo de afinidad y la
fase solida cationica (Fig. 19), la glicohemoglobina es cuantificada por medicion
de disminucion de flourescencia, una propiedad que ocurre naturalmente en la

hemoglobina (Wilson, 1993; www.primusdiagnostics.com)
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FIGURA 19. Principio de separacion del ensayo de Hemoglobina glicosilada.
El dihidroxiboronato del reactivo de afinidad polianionica con partes del azlcar
de la HbG produce un complejo soluble de afinidad aniénica. Posteriormente el
complejo anidnico es capturado por las fibras cationicas de la matriz de captura
y las hemoglobinas no glicosiladas son lavadas de la matriz. Modificado de
Rajarathnam 2005.

El aparato o sistema utiliza un inyector que junta la muestra sanguinea
anticuagulada con EDTA o heparina con un reactivo lizador el cual contiene 4-
metilumbeliferona (MU) para la fluorescencia; esto se coloca en la columna de

afinidad y se dan dos lavados con buffer el cual contiene también MU para
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remover las hemoglobinas no glicosiladas. Posteriormente la matriz es lavada
con sorbitol, este compite con la hemoglobina glicosilada por la union del
reactivo de afinidad, asi que la glicohemoglobina es removida, después de
esto, tanto la hemoglobina glicosilada como la no glicosilada son medidas. La
florescencia medida a través de la MU es convertida en concentracion de
glicohnemoglobina y hemoglobina no glicosilada a través del uso de curvas de
calibracion separadas y el porcentaje de hemoglobina glicosilalada es
calculado (Fig. 20) (Wilson, 1993; Rajarathnam, 2005).
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FIGURA 20. (a) cromatograma en tiempo real (grafico de tiempo vs.

Absorbancia); (b) software y equipo utilizado en HPLC de afinidad. Tomado de
Agratti 2008.

Los resultados son expresados en unidades de porcentaje, para esto dos
fracciones son presentadas (la hemoglobina glicosilada y la no glicosilada), la
porcion glicada con el total y el resultado es expresado como %HbG (Wilson,
1993; Rajarathnam, 2005). Los resultados de la muestra son impresos como %
HbG y/o % estandarizado de HbAlc. Las concentraciones de hemoglobina y

hemoglobina glicosilada no son impresas (Wilson, 1993).
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Ventajas

¢ No sufre interferencia de variantes de la hemoglobina (Wilson, 1993;
Fluckiger, 1988).

¢ No interfieren cambios de temperatura o pH.

¢ No existe interferencia de la fraccion labil si ésta es tratada previamente
(Glycated haemoglobin en, www.primusdiagnostics.com).

¢ No se ve afectada por el ejercicio fisico realizado por el paciente (glyco-
tek).

e HPLC técnica de referencia para NGSP (Agratti, 2008).

e Fue escogido como método de referencia por el DCCT (Wilson, 1993).

e No se ve afectado por la presencia de hemoglobinas anormales ni
derivados de hemoglobina en pacientes urémicos, o por acetato ni por
acetaldehido ni penicilina.

e Algunos métodos de IMx muestran interferencias con hemoglobinas
anormales.

e Es menos vulnerable a efectos de temperatura

Desventajas
e Existen pocos sistemas disponibles en el mercado con esta metodologia.
e Sufre interferencia de HbE, una hemoglobinopatia comun en el sureste
de Asia (Wiwanitkit, 2007).
e Requiere experiencia técnica requerida para procesar muestras (Wilson,
1993).

B.2- Mini o0 microcolumnas de afinidad

Dentro de una Columna plastica de pequefio tamafio de lo que recibe el
nombre de Mini o de aun menor tamafio Micro se empaca una de resina
celulosa con boronatos la cual tiene una fuerte afinidad por los azucares de la
hemoglobina glicosilada, por lo que al depositarse una muestra de hemolizado
en la columna los boronatos se unen a la hemoglobina glucosilada de la

muestra y todas aquellas hemoglobinas no glicosiladas se retiran mediante

114



lavados de un buffer. Posteriormente una solucién de sorbitol por la que los
boronatos tienen mayor afinidad, se adiciona y la hemoglobina glicosilada se
libera y eluye por la columna su absorbancia podra ser leida segun el método
utiizado y comparada frente a una lectura total de la hemoglobina de la
muestra para determinar el % que representa la hemoglobina glicosilada de la
hemoglobina total de la muestra (Fluckiger, 1988; Wilson, 1993; Lopez, 1997).

Se utiliza cualquier espectrofotbmetro para realizar la lectura de absorbancia
tanto de la fraccidn no glicosilada como de la fraccion glicosilada a una longitud
de onda de 415 nm para realizar el célculo del % de hemoglobina glicosilada de

acuerdo a la férmula general.

Ventajas
e No reciben interferencia de hemoglobinas anormales o variantes de
hemoglobina (Wilson, 1993; Islas, 2002).
¢ No reciben interferencia de cambios de pH o Temperatura.
¢ No reciben interferencia de la fraccion labil de la hemoglobina.

e Se refieren como relativamente bajos en costo (Wilson, 1993).

Desventajas
¢ Reciben interferencias de muestras lipémicas, las cuales requieren de un
tratamiento especial (lavado de eritrocitos previo a correr el ensayo).
e Los resultados que se reportan son solo % de HbG solamente y
tipicamente no se convierte a % de Alc estandarizado segun el método
de referencia (Lopez, 1997).
e Experiencia técnica requerida para procesar muestras (Wilson, 1993).

e Célculos manuales y falta de reporte impreso (depende del equipod).

3.3.4 Inmunoensayos

Estos métodos de inmunoensayo separan la hemoglobina glicosilada de la no
glicosilada por diferencias en la estructura quimica (Guntifias, 2003; Glycated

hemoglobin en, www.primusdiagnostics.com). Los Illamados meétodos
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inmunoldgicos 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 biologica o fluido corporal.

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 inmunoldgico se obtiene un anticuerpo especifico para
este antigeno en particular. Los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos

pueden ser de tipo monoclonal o policlonal.

Los métodos por inmunoensayo han sido ideados con anticuerpos especificos
para la fraccion Alc. Esta fraccion es entonces comparada con la hemoglobina

total y el resultado es reportado como porcentaje (Fig. 21).

Metodologia de HbA1c
Sangre entera + Reactivo Hemolizante

Hemolizado

/

Ensayo Hb (g/dL) Ensayo Alc (g/dL)

HbA1C (%)
FIGURA 21.Esquema que muestra la metodologia por

inmunoensayo. Tomado de Sychron, 2007.

Otros métodos de inmunoensayo reconocen la glucosa unida al N-terminal de
la cadena B (Weykamp, 1993; Glycated hemoglobin en,
www.primusdiagnostics.com). Si el método es especifico para Alc el ensayo
fallara en detectar la glucosa unida a variantes de hemoglobina. Por lo tanto en
casos donde son heterocigotos (HbAS, Ac, AF, etc) los resultados seran falsos
bajos. Si las condicion son homocigotas (HbSS,CC, etc) no sera detectada la
glicacion (Wiwanitkit, 2007; Glycated hemoglobin en,

www.primusdiagnostics.com).
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Donde el anticuerpo especifico es directamente hacia la unidon glucosa N-
terminal de la cadena beta y requiere que los primeros cuatro aminoacidos
sean normales, asi que las hemoglobinas variantes conteniendo alteraciones
en algunos de los primeros cuatro a.a. no seran reconocidos y seran obtenidos

resultados imprecisos.

Variaciones del tiempo de supervivencia normal en glébulos rojos posee un
problema potencial. El decremento del tiempo de vida de globulos rojos resulta
en decrementos del nivel de glicosilacion. Asi las variaciones metabdlicas son
asociadas con las variantes de la hemoglobina del tipo homocigoto (Glycated

hemoglobin en, www.primusdiagnostics.com).

El sistema controla el cambio de absorbancia a 410 nandémetros (que a
diferencia de algunos otros métodos que leen la absorbancia en una longitud
cercana a la de hemoglobina). Este cambio de absorbancia es directamente
proporcional a la concentraciéon de hemoglobina total en la muestra y es usado
por el sistema para calcular y expresar la concentracion de hemoglobina total
(Synchron, 2007).

A.- Inmunoaglutinacion en latex

La hemoglobina total y la HbAlc en hemolizado se unen con la misma afinidad
a particulas de latex. El grado de unién es proporcional a la concentracion

relativa de ambas sustancias en la sangre.

El anticuerpo monoclonal HbAlc anti-humano de ratébn se une a la HbAlc
unida por particulas (Diasys 2007; Vogeser, 2008). El anticuerpo policlonal 1IgG
anti-raton de cabra reacciona con el anticuerpo monoclonal HbAlc anti-
humano, produciéndose una aglutinaciéon. La extincion medida es proporcional
a la HbAlc unida por particulas que, a su vez, es proporcional al porcentaje de
HbAlc en la muestra (Diasys, 2007).
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B.- Turbidimétrico de inmunoinhibicidn.

Después de preparar un hemolizado, la concentracién de la hemoglobina Alc
(HbAlc) se cuantifica mediante un procedimiento inmunoturbidimétrico de

inhibicién (Bio Systems turbidimetria, 2007).

En primer lugar, mediante la adicion de la muestra a un reactivo formado por
anticuerpos dirigidos contra un sitio especifico de la HbAlc, se forman
complejos solubles formados por la unién de ambas moléculas. Tras la adicién
a la mezcla de reaccion de un segundo reactivo compuesto por polihaptenos
(un hapteno es un componente no proteico de bajo peso molecular), los
anticuerpos anti-HbAlc excedentes forman complejos insolubles, anticuerpo-
polihapteno y el complejo aglutinado resultante se mide turbidimétricamente
(Fig.22) (Bio Systems, 2007; Sychron, 2007). La estimacion del porcentaje de
la Hb Alc se realiza por medicion de la concentracion de la hemoglobina total

por espectrometria (Bio Systems turbidimetria, 2007).

Anticuerpos antisHbA1c + HbATc __, Complejo antigeno=anticuerpo soluble

Anticuerpos anti-HoA1c + Polihaptenos — Complejo anticuerpo-polihapteno aglutinado

FIGURA 22. Esquema de la reaccién quimica de inmunoinhibicion.
Tomado de Sychron 2007.

El tanto por ciento de HbAlc en la muestra se calcula a partir de la siguiente

férmula general. Los valores obtenidos son trazables al método de referencia
descrito por la IFCC (Bio Systems turbidimetria, 2007):

o _ Alc(g/idL)
% HbA1C = Hb (g/dL) x 100
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Los valores trazables al método de referencia descrito por el NGSP se

obtienen mediante la siguiente formula, convirtiendo el resultado IFCC al
resultado equivalente NGSP (Bio Systems turbidimetria, 2007; Sychron, 2007).

Aic (g/dL)
Hb (g/dL)

% HbA1c (NGSP) = X 91,48 + 2,152

Ventajas.

Especifico para HbAlc (Lapolla, 2005).

No muestra diferencias sistematicas significativas al ser comparados con
el método de referencia descrito por la IFCC y con el método de
referencia descrito por el NGSP (Bio Systems, 2007).

Los resultados no se ven afectados por condiciones en la recoleccién de
sangre, en su transporte o almacenamiento (Mayer, 1998).

La hemoglobina F la cual no contiene cadena beta, no es detectada por
métodos de inmunoensayo (Glycated hemobglobin,
http://www.primusdiagnostics.com).

No se observa ningun efecto de HbF hasta el 10% (rango normal <0,5%)
(Sychron, 2007).

La prueba de HbAlc no muestra reactividad cruzada con HbAO, HbAla,
HbAlb, hemoglobina acetilada, hemoglobina carbamilada, albumina
glicada, ni con el complejo de inclusién de hemoglobina acetaldehido
(Weykamp, 1993; Bio Systems, 2007; Sychron, 2007).

No se observa ningun efecto de HbS y HbC en muestras conteniendo
estas variantes (Bio Systems, 2007; Sychron 2007; Wiwanitkit, 2007).
Recientemente estandarizado (uso de anticuerpos) (Lapolla, 2005).

The Roche Cobas Integra Gen 2 se estandariza ya que no presenta
interferencia de variantes, una vez completado el proceso de
estandarizacion solo el 5% de los laboratorios usaran métodos que
muestren interferencia significativa para HbAS y/o HbAC (NGSP, 2009).
No se ve alterado por HbE en técnica con anticuerpos (Wiwanitkit, 2007;
NGSP, 2009).
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e Algunos métodos siguieren que es ideal para evaluar a pacientes con
variantes de hemoglobina de menor % en el mundo (Higgins, 2005;
Thevarajah, 2009).

Desventajas

e Alto costo.

e Valores bajos con respecto a HPLC (Lapolla, 2005).

e Sufre interferencia por muestras de pacientes con anemia hemolitica
(Bio Systems, 2007; Sychron, 2007).

e Concentraciones muy elevadas de HbF pueden provocar valores de
HbALC inferiores a los esperados ( Bio Systems,2007).

e En el método por aglutinacion puede haber interferencias debidas por
muestras con altas concentraciones de lipidos, bilirrubinas o de

derivados de la hemoglobina (Diasys, 2007).
3.3.5 Otros métodos utilizados

Con los avances de la tecnologia en los ultimos afios han sido usados
dispositivos portatiles para la medicién del %HbAlc en un método de sentido
Optico; sin embargo el tiempo de procesamiento toma algunos minutos
comparados con algunos segundos en los convencionales dispositivos de

medicion de glucosa (Sang, 2006).

En este aspecto en Corea se creo un biochip desechable para medir el % de
HbAlc en tiempo real usando un método de sentido electroquimico fue
fabricado en el cual un par de electrodos interdigitales (IDA), un microbombeo y
un microcanal son integrados en un chip por unién de un vidrio muy fino y una

capa de polidimetilsiloxano (PDMS).

Principio del método
Para la medicién del % HbAlc se usa un método de sentido electroquimico a
través de un proceso sucesivo de oxidacion y desoxidacion (Fig. 23). Cuando el

Fe?" en la hemoglobina es oxidado a Fe®*" en un reparto de electr6n mediado de
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ferricianuro (KsFe**(CN)), el ferricianuro pasa a (KsFe**(CN)g), y la corriente
de flujo como un resultado aplicado a un potencial eléctrico.

Elecjmdn
f-m_,.{, » Fe'*globina | K, Fe™(CN), |J"-, A ,"LI
Liziz |} Hemoglohing |

f}h_x

1
' Fe'globina PIY . '
. Wietahemoglobina | ) BaFe (N, 'I irnftaje

FIGURA 23. Mecanismo de la sefial electroquimica en la hemoglobina.
Modificado de Sang, 2006.

La figura 24 muestra la vision esquematica de la medicion del % HbAlc y los
componentes del chip, un par de electrodos (IDA), una cadmara de union a
HbAlc, una camara de lisis de la muestra, un filtro, una micro bomba y un
micro canal. La medicion del proceso consiste en los siguientes pasos
sucesivos: (1) una suspension de sangre inyectada es transportada via micro
bombeo produciendo oxigeno por descomposicion de peréxido de hidrogeno
con un microcalefactor hacia el filtro y separadas en globulos rojos y plasma;
(2) los globulos rojos en la camara de lisis son rotos y se obtiene una mezcla
de suspensiéon de HbAlc y hemoglobina, los cuales son separados en dos
ramas de flujo; (3) la HbAlc en el flujo bajo es inmovilizada en la cabina de
uniéon compactada con &cido m-amino-fenilborénico (m-APBA) en agarosa y
la hemoglobina es liberada hacia la corriente de flujo superior; (4)
consecuentemente la sefial 1 y la 2 se incrementan cuando ambos flujos pasan
por los IDA, resultando en una sefial eléctrica via reaccion electroquimica. El %

es calculado por ambas sefiales (Sang, 2006).

DA |,
zefial T

Catnara de unioh

a Hb &lc 'é
1o I
zefial 2 .

- () — (3) I (2) in

#= HbAlc+ Hemoglobina &= Hemaglahina Sangre transportada

FIGURA 24. Esquema del proceso de medicion del %HbA1c en el trabajo de

Sang. Modificado de Sang, 2006.
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En otro estudio realizado por Tsuyoshi Tanaka y colaboradores se desarrollo
un chip mediante un sistema de inmunoensayo de flujo electroquimico para la
deteccion de HbAlc. Se utilizaron anticuerpos (IgG) etiquetados con acido
ferroceno monocarboxilico (Fc-COOH) contra la Hb (HbAlc y no glicosilada),
esta muestra fue pasada por una columna de cromatografia de afinidad a
boronatos la cual utiliza el mismo principio ya antes visto, el complejo
anticuerpo-HbAlc son retenidos en la columna por la afinidad de la HbAlc por
el &cido boronico. Subsecuentemente la elucion del buffer que contiene sorbitol
se aplica para la elucion del complejo anticuerpo-HbAlc. La corriente de
oxidacion electroquimica del complejo HbAlc-Fc-IgG en la elucién es medida
usando tres electrodos de célula de flujo (Tanaka, 2007). El disefio del sistema

de inmunoensayo de flujo electroquimico se muestra en la figura 25.

La Hb&1 ¢ ex retenida en la columna
Inmunoreaccion por afinidad a boronates

Elucian del complejo
amticuepa Hb

“{L,f N
- .:k Deteccion electmquimica
adicinn de
sotital - f

— : Elusidn el complejo
O e @A, !- Fe-anticuerpo | anticuerpo Hbal:

FIGURA 25. Diagrama esquematico de un chip en sistema de inmunoensayo
de flujo electroquimico. Las especies eluidas pasan a través de células de flujo
y la corriente asociada con el complejo HbAlc-Fc-lgG es monitoreada.
Modificado de Tanaka, 2007.
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CAPITULO 4. DISCUSION

Uno de los grandes problemas que enfrenta actualmente la humanidad, es el
hecho de que la evolucion bioldgica no va a la par con la evolucién cultural. La
maquinaria  biologica  (estructura  tisular-organica-corporal,  procesos
metabdlicos, etc.) es la misma de los antecesores de hace algunos afios atras.
Pero las costumbres y estilos de vida cambian vertiginosamente. Con los
siglos, las ocupaciones manuales y de alta actividad fisica disminuyeron, a
favor de profesiones y oficios de mayor actividad intelectual, pero por ende mas
sedentarios. Simultaneamente la disponibilidad de alimentos es cada vez
mayor para buena parte de la poblacion y casi sin ningun esfuerzo fisico. Las
consecuencias de lo anteriormente descrito se ven en las enfermedades que
mayor carga de morbimortalidad producen en el mundo entero como es el caso

de la Diabetes Mellitus.

La poblaciéon en México de personas con diabetes fluctia entre los 6.5 y los 10
millones (prevalencia nacional de 10.7% en personas entre 20 y 69 afos). De
este gran total, una gran cantidad de personas no han sido diagnosticadas
(www.fmdiabetes.org). Por su magnitud y trascendencia, la diabetes mellitus
tipo 1 y 2, son las mas importantes, principalmente la tipo 2, que representa
aproximadamente 90% de todas las formas clinicas y constituye un importante
problema de salud publica, tanto a nivel internacional como nacional e

institucional (Alpizar, 2008).

La diabetes mellitus es en México la primera causa de mortalidad en la
poblacién y se calcula que uno de cada diez mexicanos muere a consecuencia
de este padecimiento, por desconocimiento, negligencia y desidia en su
tratamiento y prevencion de complicaciones (Secretaria de Salud, 2008). Por
consiguiente, todo tratamiento para la diabetes (para cualquiera de sus tipos)
debera incluir una educacién que permita al paciente tomar las riendas del
padecimiento y junto con el equipo al cuidado de la salud, trazar estrategias y
planes de cuidado para evitar a toda costa las complicaciones ocasionadas por

este mal y para tener una vida totalmente saludable. Esto facilita alcanzar los
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objetivos de control metabdlico, que incluyen la prevencién de las
complicaciones a largo plazo, y permite detectar la presencia de la enfermedad
en el ndcleo familiar o en la poblacién en riesgo. De las personas que han
recibido educacion con respecto a la enfermedad, pocas se involucran
activamente en su tratamiento y puede definir los objetivos y medios para
lograrlos de comun acuerdo con el equipo de salud.

La difusion de la enfermedad entre la poblacién debe hacer énfasis en la
importancia de controlar los factores de riesgo asociados que hacen de la
diabetes una enfermedad grave. Dichos factores son la obesidad, el
sedentarismo, la dislipidemia, la hipertensién arterial y el tabaquismo. En 1988,
Reaven observé que varios factores de riesgo tendian a estar juntos. A este
conjunto lo llamo sindrome X, y posteriormente que la resistencia de insulina es
la base del sindrome X por tanto el sindrome también se ha denominado como
sindrome de resistencia de insulina. Actualmente es conocido como Sindrome
Metabdlico y es asi que estas anormalidades antropomeétricas, fisiologicas y
bioquimicas que ocurren simultaneamente, pueden dar oportunidad o estar
ligadas a la resistencia a la insulina y, por ende, incrementar el riesgo de
desarrollar diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular o ambas (Alpizar,
2008; Pineda, 2008).

De tal forma que la difusion de estos factores de riesgo debe ser introducida en
la poblacion lo mas pronto posible, la mayoria de personas que tienen el
sindrome metabdlico se sienten saludables y es posible que no tengan
sintomas. Sin embargo, estan a riesgo de desarrollar enfermedades graves. El
descubrir si tiene el sindrome metabdlico le permite ver su salud futura y
determinar si estd encaminandose hacia una enfermedad como la DM.
También le dara tiempo de hacer importantes cambios en su estilo de vida

antes de que se desarrollen complicaciones serias.

A pesar de que aun existe confusion respecto a la definicion mas apropiada
para al sindrome metabdlico y respecto a la fisiopatologia fundamental que da
lugar al mismo, se ha encontrado que mas alla de discutir acerca de estas
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cuestiones, la importancia de establecer el diagndstico es alertar a los médicos
respecto al riesgo elevado que tienen los pacientes de desarrollar una
enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus, pero también otras condiciones
clinicas que pudieran estar relacionadas con la resistencia a la insulina
(hipertension arterial, poliquistosis ovarica, esteatosis hepatica no alcoholica,
apnea del suefio, etc.), por lo que el papel como médico no serd soélo
establecer el diagnostico de SM, sino evaluar de forma integral al paciente a fin
de establecer un manejo preventivo de las enfermedades cronicodegenerativas
y con ello disminuir su prevalencia, ahorrando costos a las instituciones de
salud y, sobre todo, para mejorar de forma general la salud de la poblacion del

pais.

La educacion diabetoldgica se considera hoy, por tanto, la piedra angular en
todo programa de tratamiento. Sin ella, dificimente se pueden obtener
objetivos adecuados y razonables que no sean la mera subsistencia en espera

de las inevitables consecuencias a medio y largo plazo (Cano, 1999).

Todos los pacientes tienen derecho a ser educados por personal capacitado,
por lo tanto es necesario formar educadores en el campo de la diabetes. Esta
formacion se debe impatrtir preferiblemente a personas que pertenezcan al area
de la salud. El médico es y debe ser un educador, el mensaje que da en el
momento de la consulta es de gran importancia, por esto se recomienda que
dedique de tres a cinco minutos de la consulta a los aspectos mas importantes

a la educacion del paciente.

Los conocimientos basicos sobre la diabetes, no solo los relacionados con la
patologia sino aquéllos referentes a la prevencion y a la educacion en diabetes,
deben ser incorporados a los curriculos de las facultades de medicina y

ciencias de la salud.

El bioquimico que asume plenamente su participacion en la terapia del
paciente diabético también debe saber cual es su participacion dentro del
equipo de salud que pretende ayudar al diabético. Por ser el laboratorio una de
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las partes mas importantes dentro del monitoreo del paciente y tras la
obtencién y analisis de los parametros de seguimiento se da la pauta a seguir
para comprender si el éxito o fracaso de una terapia se debe al tipo de
esquema terapéutico al estado socioeconomico del paciente, a la no adecuada
seleccion de los medicamentos o a la transgresion directa de la terapia por
parte del paciente; esto mediante la observacion de alteraciones en los valores

de referencia de las pruebas evaluadas.

Una de las actividades de la salud publica y de la medicina preventiva que
despierta mayores expectativas entre profesionales y la poblacion es la
educaciéon para la salud, esta implica la transmision de un mensaje de un
emisor a un receptor. Los elementos clave de este proceso de comunicacion
son el educador o sea toda aquella persona que contribuye de forma
consciente o inconsciente a que los individuos adopten una conducta en
beneficio de la salud, ademas el mensaje y las personas o grupos a los que

éste se dirige.

Actualmente en México existe una amplia difusion acerca de la enfermedad
para ello el sector salud se ha auxiliado de boletines informativos, carteles y
propaganda variada, campafas de salud, informacion en las aulas académicas,
existen también programas de salud en donde la poblacién necesitada puede
acudir y en donde se hard un seguimiento mas detallado de su estado de

salud.

Paradéjicamente, en algunos grupos en que la necesidad de capacitacion es
mayor, la escasa accesibilidad a los servicios de salud y educativos impide que
se puedan realizar actividades efectivas. Por lo que se considera de gran
importancia e impacto la labor educativa que se puede realizar a través de
otros medios de comunicacién como el radio y la televisién; asi se llega a un
mayor numero de personas, y la facilidad econdmica para su adquisicion le
permiten estar disponible en todos los circulos sociales, y en el caso de la radio
es el medio de comunicacién al que puede tener acceso otro sector de la
sociedad como son los automovilistas y jornaleros, quienes no tienen
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necesariamente que dejar sus actividades cotidianas para escuchar los

mensajes que en ella se manejan.

De la forma en que se lleve a cabo la difusién lo que se busca es crear esa
conciencia entre la poblacion de mejorar su estilo de vida de esta forma si se
ataca el problema de raiz se evitan muchos problemas tanto fisicos como
econémicos a nivel gobierno como familiar y principalmente personal.
Lamentablemente la poblacion mexicana solo hace uso de esta informacion
cuando ya es demasiado tarde y se ha desarrollado la enfermedad o se tiene

alguna complicacion.

Algo que hay que resaltar aqui y que es de gran importancia es que al igual
que muchos pacientes no acuden al médico en etapas tempranas de la
enfermedad, muchos de los que lo hacen no llevan acabo una adecuada
terapia, esto es que muchos de ellos no cambian sus habitos de vida o lo
hacen solo cuando se vuelven a sentir mal, y de aquellos que lo hacen un
minimo porcentaje administra los medicamentos en el tiempo o forma correcto,
generando asi que al visitar al médico los resultados clinicos pertinentes se
encuentren alterados con respecto al valor real, ya sea que se evidencié un
adecuado control cuando no lo hay o en su defecto se tome un tratamiento mas

agresivo cuando no es necesario.

Cerca del 50 % pierde el control adecuado después de cinco a diez afios de
tratamiento, por lo que es necesario evaluar a mediano plazo la administracion
de la insulina para su control. Los expertos sefialan que es muy dificil que la
diabetes desaparezca, no obstante, se podra retardar su aparicion e impedir las
complicaciones que genera lo que constituird un valioso logro para el futuro
(Kuri, 2001). Es conveniente analizar los factores relacionados con la atencion
gue se brinda a los enfermos por parte de la familia y de los servicios de salud,
ya que el tratamiento de la diabetes constituye una condicion permanente, lo
que tiene implicaciones de costo economico considerable, asi como de

desgaste en las relaciones familiares.
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La forma de diagnosticar si un paciente tiene diabetes, es a través de los
signos y sintomas (hiperglucemia, hipertensién arterial, polidipsia, poliuria,
polifagia, etc.) y para confirmar o descartar la presencia de esta enfermedad,
se han desarrollado pruebas del tipo estimulo-respuesta. La glucemia en
ayunas es la prueba méas sencilla para el tamizaje oportunisimo de DM en
personas asintomaticas que por algun motivo acuden a un servicio de salud.
Sin embargo, para la deteccion de diabetes en estudios poblacionales la
medicion de la glucemia 2 horas post carga de glucosa, es de gran importancia.
Es muy importante tener en cuenta que una prueba de tamizaje solo indica una
alta probabilidad de tener DM y debe ser confirmada con una prueba

diagnéstica.

La Curva de Tolerancia a la Glucosa Oral (CTGO) es una prueba que mide la
capacidad que tiene el organismo para metabolizar la glucosa, de manera que
en los sujetos con alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, esta
capacidad se encuentra alterada, y en el caso particular de los sujetos con
DM2, esta capacidad se encuentra disminuida. Este tipo de prueba se debe
practicar en personas con alteracion previa de la glucosa, diagnostico de
sindrome metabdlico hipertenso con otro factor de riesgo asociado, triglicéridos
mayores de 150 mg/dl con HDL menor de 35 mg/dl, familiares diabéticos en
primer grado de consanguinidad, antecedentes obstétricos de DMG y/o de hijos
macrosomicos (Aschner, 2006).

En la actualidad esta prueba ya no es realizada en muchos de los laboratorios
ya que han encontrado algunas circunstancias como hiperglucemia en ayuno,
pacientes hospitalizados gravemente enfermos o en reposo prolongado y
personas con estrés agudo en los cuales puede provocarse una complicacion
mayor, por tal razén se realiza casi siempre una prueba de glucosa comdun,
esto también es debido a la gran demanda de pacientes diabéticos y por tanto
s6lo suele hacerse cuando es indicado por el médico o en laboratorios
particulares con una prueba de glucosa sencilla con anterioridad o datos de

automonitoreo reciente.
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La morbimortalidad tan elevada que presenta la DM, obliga a la busqueda de
nuevos enfoques diagnosticos en relacion con el control metabdlico (Lopez,
1997). Entre ellos destaca por su importancia el valor de la hemoglobina

glicosilada.

Las ventajas que ofrece esta determinacion son varias, es una determinacion
objetiva, independiente de la cooperacion del paciente ya que puede estar
influido negativamente por una serie de factores que tienen que ver con la
adherencia del paciente y la calidad de su control por los equipos de salud
(Laclé, 2004); de esta forma se puede decir que sirve para confirmar diabetes
si se sospecha que existe ya que da una imagen real del control metabdlico de
la persona, si miente sobre sus habitos alimenticios, o tratamiento terapéutico
como los que acostumbran tomar el medicamento cuando van a ir con su
médico. Esta prueba no es similar a la determinacion de la glucosa que solo
representa la condicion del paciente en ese lapso, ésta a su vez evidencia el
control del paciente a lo largo de la vida de los eritrocitos. El analisis de las
glucemias supone el conocimiento puntual de cédmo se encuentra nuestro
organismo y como reacciona ante las inyecciones de insulina, la comida, etc.,
pero no basta por si solo para saber si se esta realizando un buen control de la
diabetes, sobre todo si el nimero de determinaciones de glucemia capilar es
escaso, nada nos dice sobre el control metabdlico medio ni sobre la correccion
metabdlica conseguida con los cambios efectuados al interpretar las glucemias

(www.diabetesjuvenil.com).

De esta forma la medicion de hemoglobina glicosilada sirve como control de
calidad de las determinaciones de glucemia, detectando datos fraudulentos o
erroneos e indicando la necesidad de revisar el programa de tratamiento y

educacién del paciente diabético.

También tiene ventajas sobre las condiciones de la muestra, como ya se vio,
una determinacién de glucosa en orina se realiza principalmente a aquellas
personas gue tienen problemas mayores y muchas veces esta determinacion
no es del todo confiable; ahora bien cuando se solicita una muestra de glucosa

129



sérica, esta condicionada al tipo de determinacion que se haga, por ejemplo ya
que la diabetes no distingue edades ni condicién y por tal razon se tienen
pacientes que es dificil obtener la muestra, y si ésta es muy poca, 0 esta
hemolizada, en determinaciones que leen la absorbancia de la reaccion, se
encuentra con una alteraciéon. En tanto en la hemoglobina glicosilada se puede
determinar usando la sangre entera (hasta muy pequeias cantidades,
normalmente 100 microlitros — 0.1mL) para luego hemolizarla, y solo se
obtienen algunas interferencias con muestras de concentraciones lipémicas

elevadas.

Otra ventaja que ofrece con respecto a la glucosa normal es en relacion de la
ingesta u hora del dia que se tome. La determinacion de glucosa se ve alterada
por el consumo de alimento de unas cuantas horas, ya sea que se ha adquirido
0 no alimento, habrd una fluctuacion en el valor de ésta; no asi en la
determinacién de la hemoglobina glicosilada en donde lo que se cuantifica es la
glucosa unida a la hemoglobina que esta contenida en el interior del eritrocito y
como esta union se realiza reversiblemente, lo que realmente se mide es el

control objetivo y verdadero que posee el paciente.

Como no son necesarias las determinaciones continuas se reduce también el
control a un Unico nimero, esto es que como la vida del eritrocito promedio es
de cerca de 120 dias, para considerar un seguimiento del control se
necesitarian cerca de 4 determinaciones anuales. Asi que esta prueba
complementa las pruebas de rutina del control diario hecho en casa por los

pacientes diabéticos con pruebas de sangre u orina (L6pez, 1997).

Al método de determinacion de hemoglobina glicosilada también pueden
considerarsele ciertas desventajas no obstante estas son inferiores a todo lo
aportado. Entre ellas se encuentra que documentan si el control metabdlico es
bueno o malo, pero no dicen qué hay que hacer para mejorarlo; a su vez cifras
buenas pueden ocultar oscilaciones inaceptables vy, especialmente,
hipoglucemias asintomaticas, es en este punto donde entran las
determinaciones de glucosa que comunmente se realizan. Como es una
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metodologia que se esta integrando al sector salud de forma creciente no
existe una estandarizacion adecuada y requieren una tecnologia avanzada y
personal especializado y que actualmente llega a ser deficiente para algunos
laboratorios y debido a la minima difusion de este tipo de prueba los pacientes
que acuden a realizarse un estudio como este se encuentran con precios
ligeramente elevados. Sin embargo se espera que en los siguientes afios sea
mayor la cantidad de pacientes que decidan tener un control mas especifico de

su enfermedad o solo por precauciones para no llegar a presentarla.

Con todo lo anterior se puede decir que su importancia estd en aumento,
porque mantener sus valores dentro de la normalidad constituye un objetivo a
alcanzar en el tratamiento del paciente diabético. En este sentido, los niveles
de hemoglobina glicosilada Alc (HbAlc) representa hasta el momento la mejor
prueba de laboratorio que determina si la diabetes se tiene bajo control.
Mantener la HbAlc, por debajo del 7%, representa actualmente, uno de los

principales objetivos de lograr y sostener por toda persona con diabetes.

Hay que tener en cuenta que la determinacién de hemoglobina glicosilada se
realiza para un control a largo plazo en los pacientes con diabetes mellitus,
pero no sirve para diagnosticar la enfermedad (Barron, 2000; Sanchez, 2000;
Gardner, 2008, Andlisis de la glucemia en, www4.ujaen.es), ya que aunque una
HbG elevada es indicativa de hiperglucemia es muy insensible para descartar
intolerancia a la glucosa o diabetes moderada y de tal manera que no sustituye
a las determinaciones cuantitativas o semi-cuantitativas de glucosa sanguinea
cuando se pretende establecer el grado de control metabdlico en pacientes con
diabetes mellitus, sino que debe emplearse en forma adicional ya que cada uno
nos da informacion diferente (Lopez, 1997). El monitoreo de glucemia nos
informa de la concentracion de glucosa en el momento de la extraccion de la
muestra y nos permite hacer las modificaciones pertinentes inmediatas en la
dieta, ejercicio, hipoglucemiantes o insulina. La HbG nos informa del pasado, la

glucemia prevalente de las ultimas ocho a 12 semanas.
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La mayoria de los diabetélogos considera mas importante el nivel de HbG que
una determinacion aislada de glucosa plasmatica en el laboratorio, porque esta
Gltima es so6lo un punto en una linea fluctuante y la primera un indice del
promedio, debido a esta cualidad, la HbG se ha convertido en el estandar de
oro para evaluar la calidad del control cronico en la diabetes mellitus (Barron,
2000). El porcentaje de glicosilacion es proporcional al tiempo y a la
concentracion de glucosa, en otras palabras, los glébulos sanguineos mas
viejos tendran un mayor porcentaje de hemoglobina glicosilada y aquellas
personas mal controladas (con periodos de altas concentraciones de glucosa
sanguinea) tendran un mayor porcentaje en su resultado. Por el contrario,
aguellas personas que han mantenido un buen control metabdlico, vigilado y
controlado tendran un porcentaje de hemoglobina glicosilada en valores mas
cerca a los normales. Esto es especialmente cierto para la hiperglucemia,
comparado con la hipoglucemia, dando Ilugar al aforismo de que la
hemoglobina glicosilada es «méas sensible al pecado que a la penitencia»,
posiblemente debido a la irreversibilidad relativa del reajuste de Amadori para

formar la cetoamina (Mato, 2008).

El mes previo a la determinaciéon de la HbAlc es fundamental y contribuye al
50% del resultado. La razon es que el recambio celular de nuestros globulos
rojos es un proceso continuo, por lo que siempre predominaran los glébulos
rojos mas jévenes y esto hace que el Ultimo mes de glucemias tenga una
mayor representacion en el resultado de la HbAlc que los 2 anteriores. Esto
explica por ejemplo, que si durante el dltimo trimestre se ha tenido un excelente
control, excepto el ultimo mes, entonces el valor de HbAlc seria mas elevado
de lo esperable, y por el contrario, si solamente el Ultimo mes se han
conseguido buenas glucemias, sucederia lo inverso. Una consecuencia positiva
de lo expuesto anteriormente es que Si NnOS proponemos mejorar nuestro
control podemos ver cambios positivos en la HbAlc en un plazo tan corto como

3 a 4 semanas (Antufia, 1998).

Los resultados permiten concluir que la hemoglobina glicosilada es el patron de
oro para el control del paciente diabético. Si ésta fuera determinada en todo el
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Sistema de Salud, sus niveles reflejarian la calidad del sistema, y permitirian
establecer comparaciones entre pacientes y la severidad de la condicion entre
las diferentes regiones geograficas y areas de salud. Los valores superiores al
7-8% probarian la insuficiencia de la intervencion en los grupos estudiados al
igual que el estatus de cada paciente. Su implementacion, tanto en
disponibilidad como con una técnica unica o similares, debe ser obligatoria en
todas las areas de salud, y la meta debe ser que todos los pacientes diabéticos

tengan un nivel de HbAlc menor al 6.5%.

Actualmente en nuestro pais la determinacion de este parametro se considera
como una medida relativa que requiere utilizar una metodologia reproducible y

llevar a cabo todas las determinaciones en un aparato confiable y preciso.

En el presente trabajo se tratd de complementar la informacién de una manera
muy general, debido a que existen muy diversos y variados equipos para la
determinaciéon de la hemoglobina glicosilada, los cuales cada uno de ellos se
agrupa en la clasificacion propuesta aqui. La bibliografia ya sea de articulos e
insertos (Insert Package) consultada refiere los mismos principios, de tal forma
que se utilizé so6lo aquella que brindaba la informacion para complementar y asi
poder entender un poco mas acerca de esta determinacion tan importante en el
control adecuado de pacientes con Diabetes Mellitus. Cominmente el método
usado para la mediciébn son calibrados con materiales de calibracion que
poseen una concentracion asignada por los laboratorios de referencia, y el
control de calidad sera ejecutado sistematicamente por todos los laboratorios
(Lapolla, 2005), no obstante existen muchos laboratorios que trabajan con
meétodos (equipo) no estandarizados o controlados, sin embargo hay que tener
presente que cada laboratorio debe establecer su propio programa de control
de calidad interno, asi como procedimientos de correccién en el caso de que
los controles no cumplan con las tolerancias aceptables; deben establecer sus
propios rangos normales y utilizar solo el equipo, refacciones y reactivos

brindados por su proveedor.
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Hoy en dia se han disefiado nuevas formas para la evaluacion de la
hemoglobina glicosilada como la fabricacion de un biochip en Corea (Sang,
2006), el cual combina tecnologia mas avanzada con similares principios de
determinacién (afinidad a boronatos). Estudios similares fueron realizados en
Japén (Tanaka, 2007), combinando también procesos electroquimicos y
tecnologia avanzada con principios de cromatografia de afinidad,
inmunoensayo Y técnicas electroforéticas para evidenciar sus resultados. Son
estos avances en donde se ponen a prueba diversos materiales que mejoren la
evaluacion de esta determinacion, y se espera que para estos afios se pongan
a prueba en la evaluacion a la eficiencia para enfrentarse a desventajas que

presentan las demas metodologias.

Es asi que con estos avances la metodologia para la determinacién de
hemoglobina glicosilada pretende llegar a la poblacion presentandose como
una prueba que ayuda evidentemente al adecuado control de pacientes con
DM y que a través de la amplia difusion de ésta se tenga una mayor
accesibilidad propiciando que el costo de las pruebas disminuya con el
evidente adelanto en el adecuado control antes de que lleguen a desarrollar
complicaciones mayores que alteren su integridad, la de las familias y la del

pais.
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CONCLUSIONES

v' La Diabetes Mellitus es una enfermedad que la padecen miles de
personas, presentandose en muchas ocasiones de una forma silenciosa,
hasta que se hace evidente a través de otras complicaciones fisioldgicas
y metabdlicas, que afectan en gran medida la integridad de las

personas.

v' Existen factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad por tanto es de gran importancia el ampliar la calidad de
difusién para disminuir esta problematica desde el principio, creando esa
conciencia entre la poblacién de mejorar su estilo de vida evitando asi

mayores problemas.

v' La determinacion de hemoglobina glicosilada, es un marcador mas
sensible y especifico que una determinacion de glucosa y permite tomar
medidas de control adecuadas para mejorar la calidad de vida del
paciente diabético.

v Se trata de un marcador del control metabdlico en los pacientes con
diabetes mellitus, pero no sirve para diagnosticar la enfermedad ya que
es muy insensible para descartar intolerancia a la glucosa o diabetes

moderada, y no puede sustituir al monitoreo de glucémias.

v' La determinacion de hemoglobina glicosilada ofrece varias ventajas, es
una determinacion objetiva, independiente de la cooperacion del
paciente, se puede determinar usando la sangre entera en muy
pequefias cantidades, no hay fluctuaciones con respecto a la relacion
de ingesta u hora del dia que se tome, reduce el control a un dnico
namero.

v Existen diversas metodologias en el mercado, las cuales son similares
en el fundamento de la técnica sin embargo cada una detecta o
cuantifica de diferente forma, diferentes fracciones o grupos especificos

de la hemoglobina que es capaz de unirse a glucosa.
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