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INTRODUCCION

El desarrollo de este trabasjo tiene como objetivos principales,-
analizar los métodos que existen para la cusntificecidén de hemoglobi
na glicosilads (HbAlc)' posteriormente se indicard cual de ellos es-—
el mejor psra que se pueda remlizar como un examen clinico de rutina
v asi mejorar el control terapedtico de diabetes mellitus, asi mismo
se destacard la importancia clinica que tienen las determinaciones —
de hemoglobina glicosilada.

Para lograr lo antes propuesto se evaluaron bibliograficamente -
varias metodologfas de una manera concreta y directa.

BEn el capftulo primerc se hablard de la definicidn, estructura y
funcién de 1la hemoglobina, continuamos con aspectos mds importantes-
sobre diasbetes mellitus como Son sus causas, complicaciones clinicas
¥ técnicas que existen part el diagndstico y control de ella.Poste -
riormente se hablard de hemoglobina glicosilada (HbAlc), se describi
rd una breve historia, estructura y mecanismo de biosfntesis de la -
misma.

£n el capitulo segundo se proponen los objetivos que se planteen
en esta revisidn bibliografica.

En el cepitulo tercero se hace una descripcidn de las metodolo——
gias fotométricas, cromatogrdficas y electroforéticas,asi como su -
fundamento quimico, sus resultados de cada una de ellas.

En el capitulo cuarto se evelden los métodos destacandose las -
ventajas y desventajas gque estos presentan en el desarrollio de la me
todologia indicada por los diferentes autores.

En el capitulo quinto se analizan principalmente cede una de laa
venta jas y deaventajas existentes en los nétodos proponiendose algu-—
nas soluciones a las desventajas, asi mismo se propone cual es el mé
todo elegido para cuentificer hemoglobina glicosilada como un examen
clfnico de rutina y se mejore el control terspedtico de pacientea -
con diabetes mellitus.

En el cepitulo sexto se indican las conclusiones a las que condu

jo esta revisidn y andlisis bibliogrdfico.
-1 -



La bibliografia se presenta en orden alfabético por autor.

Y es el resultado de la consulta de;
MEDLARS ON LINE ( INDEX MEDICUS ) 1960-1986.



GENERALIDADES.

A.- Definicidn de hemoglobina.

Es una protefna conjugadse que sirve de vehiculo para el transpor
te de dxigemo y CO,. (64).

B.- Estructure y funcidn de la hemoglobina.

Estructuralmente la hemoglobina consta de 4 cadenas de polipépt;
doa dos cadenas alfa de 141 amincdcidos y dos cadenas beta de 146 a-
minodcidos que forman la globina y cuatro grupo>s Hem. que se unen ca-
de uno & las cadenas polipéptidicas formando asi la hemoglobina.(15,
15).

Le sintesis del Hem se produce en la meyor parte de las células-
corporaies, egepto en eritrocitos maduros,pero sobre todo en los pre
cursores eritroides.la succinilcoenzima A se condensa con la glicina
para former un compuesto intermedio el dcido alfa-amino~betacatoadi-
pico,que es descarboxilado para dar el dcido delta-aminolevulinico -
(ATA), esta condensacidn requiere de fosfato de piridoxal.Dos moiécg
las de ALA se condensan pars formar el monopirrol,porfobilindgeno ca
talizxado por la enzime ALA~deshidrasa.la protoporfirina se encuentra
en los eritrociteos maduros ,el hierro se inserta en la molécula de -
protoporfirina mediente la enzime mitocondrial ferraquelatesa para -
formaxr la molécula de Hem completa.

Ie sintesis de la globine se produce en el citoplasma de oS ori
troblastes y de los reticulocitos, segin el mecanismo de la sintesis
proteica, las cadenas de polipéptidos se originan en los riboscmas -
aituados en el citoplasme de células jovenes de la sexrie eritroide.

Las pequefias moléculas especificas de RNA soluble se unen a cada
aminodcido y determinen el lug:ir de este aminodecido de acuerdo con -
el cédigo del RNAmensajero.El crecimiento progresivo de la csdena de
polipéptidos empieza en el grupo amino Finml,este proceso de sinte—
sis protefca sucede en los riboscmas que eatdn egregados como polisg
mes.

Se requieren por lo menos cuatro pares de genes estructurales —
para cada una de las custro cadenas polipéptidicas normales, los ge-
-3 =



nes estructurales de la cadena aslfa occupan un locus en un par de au-
tosomas y l1o0s genes esiructurales de las cadenas beta,gamma y delta-
ocupan un locus muy cercano unos a otros en un segundo par de autoso
mas, una mutacidn de punto en uno de estos genes lleva & cgbo una
produccidn de una hemoglobina anormal.(2,8,9,10).

Las cuatro cadenas de la globina son dos pares idéntico~ de cade
nas de aminodecidos, dos cadenas alfa y dos cadenas beta conteniendo-—
un total de 576 aminodcidos formando asf una moldécula tetramérica cg

mo sSe observe en la figura mimero 1.

B

A3
B, % 2

o “Cadens. alfa
B -Cadena beta
a» _Hem

Pigura No,.l Diagrama esquenmdtico de la molécules de hemoglobina.

En el momento actual se han descrito aproximadamente 250 hemo-

globinas distintas, la gran mayorfa de éstaes se haen caractrizado por
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una sﬁla sustitucién de un aminodcido en una de las cadenas del poli
péptido ( alfa, beta, gamma & delta ).(40,41).

En los individuos ~dlimicemente normales se encuentrsn general —
mente tres tipos distintos de hemoglobinas y song

Hemoglobina A J A .= Es la mds importante de las hemoglobines -
del adulto normsl, la parte globfinica de lz moléculem es de dos tipos
dos cadenas alfa iguales con 141 aminodcidos y dos cadenas beta con-
147 aminodcidos cada una.

Cada cadena estg unida a un grupo Hem, la molécula es elipsoidal
¥ los cuatro Hem se encuentran en su superficie donde cumplen sus -
funciones de combinarse con el &xigeno & didxido de carbono.

Hemoglobina A2.— Esta hemoglobina posee dos cadenas alfa y dos -
cadenas delta, estas ultimas difieren en cuanto su secuencia de ami-
nodcidos s las cadenas beta de la hemoglobina A.

Hemoglobina Fetal.— Es la hemoglobina principal del feto y del -
recién nacido presenta dus calenas alfa y dos cadenas gamme, con 146
aminofcidos residuales es estas ultimas,

T.as proporciones de estas hemoglobinas en individuos normmles -~
sons

Hemoglobina A & A, de 96 a 98 %.

Hemoglobina A, de 1.5 & 3.5 %o

Hemoglobina P de 0.2 % (2,14,15).

Les funciones de la hemoglobina son:

a).~ Transporte del éxigeno de los pulmones a los tejidos y del-
bidxido de carbono de los tejidos a los pulmones.

).~ Participacidn en la regulscidn ascido-bdsica eliminando co, -
en los pulmones y amortiguando los cambios de pH por accidén de los -~
grupos histidinamidazol de la hemoglobina.(8,9,10,64). '

C,=~ Disbetes mellitus.

La digbetes mellitus e3 un transtorno crénico que se caracteri-
z2a por concentraciones anormalmente altas de glucosa en el plasma ,-

que causan la excresidn de esta sustencia en la orinsa ¥ una forma es



pecifica de microangiopatia, dicha angiopatifa implica un aumento del
espesor de las membranas basales de casi todos los cepilares del cuer
po.{(26,32),

La diabetes mellitus se divide clfnicamente ents

a).~ Adulta o no insulinodependiente.

b).— Juvenil o insulinodependiente.

Ta diabetes adulta se presenta frecuentemente a una edad inferior
a los 40 afios,resultando rara la cetosis.

Ia diabetes juvenil aparece antes de los 30 afios de edad y con
rédpido desarrolle, ocacionalmente el paciente experimenta periddos -
de remisidn y resulta prominente la cetosis.,

Caugasg de la diabetes mellituss:

a).- Deficiencia relativa de insulina.

b).- Disminucién absoluta de la insulina.

La jinsulina juega un papel importante en el correcto metabolismo
de azdcares,grasas, protefnes, agua y electrolitos,

4a célula necesita glucosa para su metabolismo, al carecer de in
sulina se disminuye la utilizacidn periférica de la glucosa en el -
misculo y tejido adiposo dando como resultado 1la hiperglucemia, que-
aumentard la glucogénesis en higado y misculos por 1o que la funcidn
gluconeogénica se incrementa y aparece glucosuria, diuresis cen glu-
cosmse, agua y electrolitos, dando lugar a deshidratacidén y hemccon—
centracidn,

Complicaciones.

a),- Vasculares como la aterocesclerosis.

b).~ Renales se presenta después de 10 a 15 aflos del inicio con-
albuminurie y deterioro renal.

¢).-~ Neuroldgicas como las neuropatias y accidentes vasculares.

Estas complicaciones se presentan detido a que en el nivel de -

proteinas existe una disminucién de su sintesis; al aumento de la

gluconeogénesis ¥y a largo plazo las glucoprotefnas y mucoprotefnas

se depositan en los grandes y pequeilos vasos trayendo alteraciones -
-6 -



en el funcionamiento de la membrana basal cepilar.

Paras la deteccidn de la diabetes mellitus sdlo existen dos méto-
dos:

a).=- Prueba de tolerancia a 1z glucosa.

b) .~ Determinacidén de glucosa postprandial.

El primer método consiste en der al paciente una carge oral de -
glucosa, posteriormente se cuantificerd la glucosa antes y después -~
de haberse administrado 1le carga de glucosa , los intervalos de tiefh
po para cuantificar la glucosa son 1os.siguientes= 30 min,60min, 90
min,120min,150min y 180 min.

Dependiendo de las concentraciones obtenidas de glucosaa estos
intervalos de tiempo se determinardi si el paciente es clinicamente
normal é no.

El segundo método consiste en administrarle una dieta rica en -
carbohidratos al paciente, se le cuantifica la cantidad de glucosa =
en estado de ayuno y dos horas despfués de haber ingerido la dieta,.

Para el control y manejo de pacientes con diabetes mellitus exis
ten en la actualidad los siguientes métodos:

a).~ Determinacidn de glucemia.

b).— Determinacidén de glucosa en orina.

c).~ Determinacidn de hemoglobinsa glicosilada (HbAlc).

Para la cuantificacién de glucosa en los dos primercs métodos -
para el diagndstico y control de dimbetes mellitus existen dos funda
mentos quimicos.

1l,~- Quimicos.

2.~ Enzimdticos.

Los quimicos dependen de las propiedades reductoras de la gluco-
s8 gque existe en varias formas, una de ellas es la de enediol, gue -
es la que le da su propledad fuertemente reductora y que resulta fa-
vorecida en condiciones alcalines,

Los enzimdticos proporcionan_una especificidad mdxima para las ~

valoraciones de glucosa, esta puede medirse por la reaccidn de la -
-T -



glucosa-oxidasa en la que se forma deido glucdnico y perdéxido de hi-
drégeno.

El dltimo método resulta de gren utilidad por su sensibilidaed y
estabilidad parza valorar la eficiencia de la teraspia del paciente con
digbetes mellitus.€5,6,11,16,17,26,54,55).

D,~ Hemoglobina glicosilada (HbA. ).

La hemoglobina A tiene cuatro co;;onentes menores , que Son Hbala
HbA,_ , HbA,, ¥y HbA, ,

vez por Schoroeder y Allen en 1959 por crometografia sobre resinas -

es3tos componentes fueron aislados por primera

de intercambio idnico (I.R.C. S0 ) las cuales fueron designadas de -
acuerdo a su orden de elucidn y presentan la siguiente concentmcidn
HbAla hasta un 1%, HbAla hasta un 1%, HbAlb hasta un 1% y IbA
un 3 % 6 mds en caso de pacientes con diabetes mellitus.(31).

10 o7

A estas hemoglobinas se les cuantifica colectivemente y se les—-
llzma * Hemcglobina§ rdpidas § hemoglobinas glicosiladas "(51).

La hemoglobina glicosilada (HbAlc) es uno de los componentes me-—
nores de la hemoglobina A que Se encuentra en los eritrocitos, estd-
estructuralmente relacionada con la hemoglobina de personas adultas-—
se forma por un proéeso de condenzacidn entre el tltimo aminodcido —
de la cadena beta de la hemoglobina A y la glucosa u otros azidcares
presentes en el flujo sanguineo.

B.- Breve historia de la hemoglobina glicosilada (HbAlc).

En la Universidad de Teherdn U.S.A. el Dr. Allen en 1967 llevan

do a cabo una electroforesis en acetato de celulosa de muestras san-—

guineas de pacientes que tenfian hemoglobinas anormales, observd unao-
banda de electroforesis que parecia ser diferente & las variantes de
las hemoglobinas conocidas.

Comparando este resultadoe con patrones Qe electroforesis de hemo
globinas nc "males se vid que esta banda formaba parte de un 10 a 15%
de la hemoglobina total.

La. primera persona seleccionada para el estudio fué un paciente-

con diabetes mellitus severa, primero se considerd una coincidencia-
- 8 -



pero cuando en miamo estudio de electroforesis en acetato de celulo—
sa se efectud en otras muestras de sangre/de pacientes que padecfan-—
la enfermedad se pensd en una relacidn directa entre ella y esta va-—
riascidén que presentaba la hemoglobins A.

Se realizardn 47 electroforesis en acetato de celulosa de mues -~
trag de pacientes con diasbetes mellitus y la aparicidén de la banda -~
diferente en el resultado fué reportado hasta 1968, los peatrones ori

ginales de electroforesis se muestra en la figura ndmero 2.

Hb. % Hb. %
A, 2 a, 2
P 1 ¥

3% - + 3%
YHe A
Alb 1% A'1‘!) 1%

A18.2 1% B S

1- Tla 1% “—————1A1a 1%

Pigura No, 2.
BElectroforesis de un paciente Electroforesis de un paciente

normal. con disbetes mellitus.

En 1962 Hisman y Dosy reportan un incremento de una banda de la-
hemoglobina en 4 pacientes diabdéticos que habfan sido tratados con-
tohutamida y propusieron .que =la presencia de esta bands se debia a-—
la tolbutamida y posteriormente se hicieron pruebas para comprober =
esto incubandose eritrocitos con tolbutamida in vitro, pero la hipd-

teais Tesultd nula.(18,31). 9



En el colegio " Albert Einstein ™ U.S.A. en 1968 Elsa Paulsien —
quién estaba 2 cargo del control de pacientes diabéticos se abastecio
de 92 muestras sanguineas y la existencia del nuevo componente en la
hemoglobina fué encontrado.

Los métodos de purificacidn para esta hemoglobina fueron hechos—
por Schnei y Schoroeder, empleando cromatografia de columma (15,27.=
33,36,54).

F.- Estructura v sintesis de la hemoglobina glicogilsda ( HbAlc)

Ta HbAlc es uno de los componentes menores y mds sbundantea de -
los eritrocitos comprendiendo de un 3 a 6 % del total de la hemoglo—
bina A.Este componente HbA,  sSe incrementa dos 8§ mds veces en los
eritrocitos de pacientes diabéticos.(31,33,45).

La estructura de la hemoglobina glicosilada (HbAlc)iha sido esta
blecida y se muestra en la figura mimero 3, la glucosa primero se -
condenza con el N—terminal de la cadena beta de la hemoglobina A,

formando asi la base de Schiff en un enlace 1l4bil que es poco diso——
cieble.

Eagta base de Schiff (Pre Alc) puede tolerar un arreglo de Amado-
ri o la forma més estable que es la cetoamida.

El mecanismo de biosintesis de la hemoglobina glicosilada Hbalc
se mueatra en la figurz mimeroc 4 y consiste en la condenzacidn bimo-
lecular de componentes muy abundantes en el eritrocito que son 1la he_
moglobina ¥y la glucosa, a este fénomeno se le denomind " Glicosila-
cién ™ de 1la hemoglobina este proceso es lento ¥y no cnzimdtico que —

se lleve a cabo durante los 120 dias de vida del eritrocito.(31,34,-
35,42).

- 10 -



?H2—ﬁH2—BA
Cc=0
H—O—(!—H
H—J—O—H
K~C~0~H
éH’z-O-—E!
Fi_gura No. 3.
Estructura de la Hemoglobina Glicosilada (H’nAlc).
BA= Cadena beta de la hemoglobina A.

H-0=0 H-C=N-BA CH,,—FH,,-B&
t 1 1 2
H-C-0-H H-G-0-H c=0
1 . 1
B-NH, + = H-0-C-E y H-0-G-H AmedoriH-0-C-H
H=C—0-H H~C=0—H HeGe0mti
1
H-C—0-H H=d-0-H H~-C—0-H
i — \ 1
CH,=0-H CH,~0-H CH,-0-H
GLUCOSA ALDIMINA CETOAMINA
HbA Répide ’Pre Alc Lento » H‘ba.lc

&
L 2

Figura No. 4.

Mecanismo de resccidn para la sintesis de HbA’.Lc'

Recientes estudios indican que la HbAlc es un buen indicedor del ni-
vel de glucose en plasma bajo periddos prolongados y refleja el con-
trol metabdlico de la diabetes mellitus durante tres meses (3,4).

Se ha visto que la cantided de H‘bAlc en un momento determinado -

-1l -



no es efectada por el ejercicio , hora del dfa y alimentacidn de ese
d:{a; sino que es afectada directamente por la concentracién de glucg
sa presente en sangre y del nimero de eritrocitos.(12,13,48).

Se ha probado que en pacientes dimbdticos con dieta carente de -
carbohidratos el wvalor de H‘bAlc fluctda entre ( 10+ 0.5 % ), en cam-
bid en pacientes tratados con insulina ( 12 + 0.3 * ), pacientes tra
tados con sulfonilures y biguanidas ( 11.2 + 0.5 % ) ¥y solo con sul-
fonilurea ( 9.8 £ 0.4 % ), por lo que se concluyé que la cusntifi-
cacidn de hemoglobina glicosilada ( K‘bAlc ) ruede ser un pardmetro -
muy dtil para evaluar la efectividad deltratemiento que se le esta ~
aplicando al paciente con diabetes mellitus.(55,56,60,61),

- 12 -



OBJETIVOS.

I.- Describir los métodos que existen pare valorar hemoglobina
glicosilada ( HbA, Y.

II.- Evaluar ventajas y desventajas de dichos métodos.

IYI.- Provoner la metodologia més adecuada paras ser utilizada en
le rutina clinica.

IV.—- Destacar su utilidad clinica.

- 13 -



METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE HENOGLOBINA GLICOSILADA ( HbA, )

A.~ Métodos fotométricos. )
l.=- Determinacidn fotocolorimétrica de glicosilacidn de la -
hemoglobina por la reaccidn del hidroximetilfurfursldhei
do (H.M.P,) ¥y dcido tiobarbiturico (T.B.A.) de ( Chandras
hekar V.).

2.—- Un método fotocolorimétrico para medir hemoglobina glico

silada.(Parker K. Michael).

3.= Nuevo m€todo espectrofotométrico para le determinacidn —

de (HbAlc) de (Walinder Olov).
B.~ Métodos cromatogrdficos.

l.- Un simple método para estimar la hemoglobina glicosileda
¥y su evalumcidn con aplivacidn a pacientes diabéticos.de
(Jinshen Chou).

Un método rdpido de determinacidén de hemoglobina glicosi
lada por cromgtogratfa lpiquida de alta presidén (H.P.L.C)
de (Cole Soeldner).

3.~ Cuantificacidn de HbA, ¥y HbA;  rpoT un método auvtemftico

de cromatografia liquida de alta presidn. de (Gimber -
Ecets).

4 .- Mejoramiento en la determinacidn de H‘bAlc por rdédpida crg
matografia de intercambid idnico. de (Rend G. Phnilip).

5e— Determinacidén de hemoglobina glicosilada (H'bAl c) con un=

- nuevo procedimiento de columma de(Abraham E.C.).

6.~ Un método rdpido paras medir HbA_lc como rutina de (R.E. -
Davis).

T.- Coleccidn de sangre sobre papel filtro parsa medir hemo—
globina glicosilade por efinidnd crommtogrdfica de (Ran-—
die R. Little),

C,— Métodos electrofordticos.
' 1.~ Determinacién cuantitativa de B‘bA.lc por electroforépsis—
en agar gel de (Menard Iionel).,

2.- Mediciones de hemoglobina glicosileda sobre membranas -
- .14 -



de mcetato de celulose por afinidad electroforética mévil
de ( Jeffrey Ambler).
3 .-Dosificacidén de hemoglobina glicosileda (HbAlc) per punto-—
isoeléctrico. de (R. 3choes).
A.~ Nétodos fotométricos.

l.- DETERMINACION FOTOCOLORIMETRICA DE GLICOSILACION DE LA HEMO-
GLOBINA POR LA REACCION DEL H.M.PFP. CON T.B.A. de (chandrasng
kar V.).

Fundamento.

Se evalda la glicosilacidn por cuantificacién de cetoaminas uni-—
das a la hemoglobina (glucosil—valina), sometida & un proceso de ca-
lentamiento con feido mcético 10M. a 100°c + 5°C, durante 16 horas,-—
este tratamiento convierte a las hexosas & S—-hidroximetilfurfuraldhei
do (H.M.F.) el cual es medido a traves de la reaccidén con el dcido —
2xtiobarbiturico (T.B.A.).

La glicosilecidén de la hemoglobina se expresa como micromoles de
hidroximetilfurfuraldheido por gramo de globina.

Metodologia.

2 ml. de sangre completa se lavan tres veces con solucidn salina
£isioldgica por centrifuzacidn.

21 pagquete de c¢élulaa es recobrado y se lisa adicionando 12 ml.-—
de agua destilada y 0.5 ml. de tetraclururc de carbono ; los restos
celularez se eliminan por centrifigacidn a 1500G/min. y el hemoliza-
do limpio se almacena a(-20°c)por 24 horas,

En los estudios prelimineres efectuados , la presencia en forma-
soluble de Pe heno y Fe no hemo en el digerido después de la precipi
tacién de las proteinas con P.C.A. produce un color café obscuro que
interviene Jotocolorimétricamente en la reaccidn de H.M.F., y T.B.A.,
poe esta razdn se usa globina 1ibreAde Pe.

Para separar el Fe hemo y Fe no hemo presentes en la hemoglobina

¥ obtener globina libre por cada ml, de este hemolizado se agregan -
- 15 =



15 ml. de acetona ac{dificada ( 2 ml, de HC1l 12 N. en 100 ml. de &a-
cetona a & 40°ClIa globina precipitada se recuperard por centrifuga-
cidn a 36006 a & 40°C) se lave una vez con 1la acetona acfdificada a -
4°C, pars eliminor indicios de 4cido en el precipitado.Pinalmente se
lava con dietil—-eter y se seca con una corxriente de N2 ¥y se almacens
a{~ 20°C)por 24 horas.

Dado que tento el Acido tricloroacético como el dcido acético -
participan en la preparacién de este tipo de material de estudio, se
digefio un experimento en donde se incluia el tiempo y 1a temperatura
de calentamiento en presencia de diversas concentraciones de dcidos-—-
para ver su efecto, en el desarrollo y estabilidad de color del com -—
plejo resultante de la reaccidén de H.M.P. y T.B.A.

Para este fin los autores énalizaron 75 mg. de globina obtenidos
de pacientes diabéticos y controles normales respectivamente, digeri
dos con dcido acético 10 M. por el procedimiento de conversidn de he
moglobina glicosilada a H.M.P. descrito, midiendo el contenido de H.
VM.F. con la reaccidén de T.B.A.

Mezcla de reaccidn.— Se adcionan 2 ml. de dcido tricloroacético—
2l 20 £ a L ml. de precipitado de globina 6 estandar disueltos en -
agua & en dcido acético, se mezcla por agitacidn dejandose reposar y
a los 5 minutos se le adicionan 2 ml. de T.B.A. se mezcla y centrifu
ga a 1400G/10min. el sobrenadante se incuba por 50 min. a 40°G.

Se mide su absorbancia a 443 nm,

Resultados.

De acuerdo con los resultados a 40°C # 2 el desarrollo de color-
fué wdximo a los 50 min. en presencia de 1 a 2 moles de dcido acdti-
co y fué eatable dos horas, en cambio hubo diaminucidn y pérdida de-—
la estabilizacidn de color y temperaturas.de 60 a 75 °C en presencia
de 2 moles por litro de dcido acético, con este resultado ellos estg
blecen el uso de temperstura de 40°¢ + 2 durante 50 minutos y hasta-
une concentrecidn de 2 moles por litro de dcido acético.

Determinaciones repetidas del indice de hidroximetilfurfiraldhei
- 16 -



do de globina obtenido de la mezcla de hemoglobina reunidos de pacien
tes disbédticos y los controles mostraron una favorable reincidencia-
en los resultados.
( Indice de H.M.F.~umoles (micromoles) de H.M.F./g. de proteina
globinica)
Un coeficiente de variacién de 3.4 % para un fndice de H.M.P, de
3.5 y un coeficiente de variacién de 5.1% para un H.M.F. de 2.2,
Cuando los autores estudiaron la glicosilacidén de la hemoglobina
A en 25 sujetos controles y 133 pacientes diabdticos encontraron los

siguientes resultados,

25 controles 133 pacientes diabdticos.
Indice de H.M.F. —— 1.54 a 5.95%
Medianse 1.67 2.93
Desviacidédn Estandar 0.23 0.95

Promedio de glucosa

en sangre en 3 determi

naciones previas en un — 0.90 a 4.80 /1.
lapso de 4 meses, Mediana = 2,39
D.E. 0.88

Cuando la concentracidn de hexoglobina fuf ajustadsa towmando como
base molecular 32,000 para el dimero aifa y Eeta de la hemoglobina,
el rango del indice de H.M.F. para pacientes diabéticos es ( 1.54 a
5.95 ) que corresponden & la presencia de S50-190 nmoles de glucosa/
mol alfavbeta dfmero de hemoglobina en pacientes diabdticos ( 12 ).

2+.= UN METODO FOTOCOLORIMETRICO PARA MEDIR HEMOGLOBINA GLICOSILA
DA .de ( Parker K. Michael ). '

Fundamento. .

La mitad de 1las hexosas de la hemoglobina glicosilada son conver
tidas a S-hidroximetilfurfuraldheido ( H.M.F. ) que reacciona con él
dcido 2»tiobarbiturico y el color resultante se mide en un fotocolo=-
rimetro a 443 nm.

- 17 -



Hetodologfa.

Las muestras de sangre obtenidas en tubos con E.D.T.A. se centri
fugan para quitar el plssma y se lava el paquete celular por centri-
fugacidén a 20°C con 5 volumenes de solu&ién saline, se repite este ~
vroceso dos Veces mds.

Se lisa el paquete de cdlulas con dos volumenes de agus T un vo-
lumen de tetracloruro de carhono, se mezcla y refrigera toda la noche
a 4°C se rescata el sobrenadante y se guarda a(- 70%¢).

De la muestra almacenada se prepara una dilucidn adecuada ajus-—
tando a una concentracidén de hemoglobina de 10g/1. A 1 ml. de 1l=a maes
tra con 10g/1l., de hemoglobina se adiciona 1 ml. de dcido oxdlico 0.5H
se corre un estandar con fructosa de L umol/l, y se somete a un ca -
lentamiento a una temperatura de 124°C en el autocleve durante 60 mi
nutos.

A temperatura ambiente se mezcla el contenido del tubo per inver
3ién y se adiciona a cada uno 1 ml. de dcido triclordacético =21 40%,
se mezela y pasa & una columna de intercambio idnico.

A 1.5 ml. de clufdo sc zgrege 0.5 ml. de dcido tiobarbiturico -
0.5 se calientan los tubos en bafio maria a 40°C por 30 minutos y se
mide su absorbancia a 443 nm. para cada muestra se prepara un blanco
adecuado.

Resultados.

Para las muestras de personas normales la absorbancia neta es de
84 % en 60 minutos mientras que en los pacientes diabdticos esta abe
sorbancia se presentd a los 120 minutos.

El porcentaje promedio de hemoglobina glicosilada en personas es
de 18.30 # con una desviacién estaidar de 0.30 y su coeficiente de -
variacidn es de 1.65.

Para personas con diabetes mellitus su valor medio es 27.32-5 su

desviacidn estandar es de 0.39 con un coeficiente de variacidn de =
l.44 ( 43 ).
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3.~ NUEVC METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE -
HbAlc COMPARADO CON EL DE MICROCOIUMNA. de ( Walinder Olov ).

Pundamento.

Este ensayo espectrofotométrico esta basado en el hecho de que -
los compuestos orgdnicos fosforilados tales como el 2-3 difosfoglice
rato ( 2,3 D.P.G. } ¥ el inositol fosfaeto ( Acido fitico) unido al -
grupo aminoterminal del aminofcido de las dos cadenas beta de la he-
moglobina A, causa un cambio, conformacional de la moléculs de hemo -
glibina este proceso puede ser medido espectrofotometricamente. E1 -
prerrequisito paxra los cambios estd en los residuos permisibles del-
N-terminal, por consiguiente el espeetro de la hemoglobina glicosila
da no es cambisdo por los compuestos orgdnicos fosforilados, por el-
efecto bloqueante de la glucosa.

El cembio inducide en l1la absorbancia por el dcice fftico es asi-
inversamente proporcional al % de la hemoglobina g_licosilé.da..

Metodologia.

-Una alic\;lota de cada muestra sanguinea con E.D.T.A. é§ egstaendar -
3e coloca en las copas de un Analizador Automdtico Bicromfiticos, 10ul.
de cada muestre se distribuyen autoumaticamente con 50 wl., de reacti-
vo hemolizante, dentro de 1la cubeta apropiada y la diferenciza en la-
abgorbancia de 560 a 663 nm. €8 notable 50 ul. de decido fitico es -
distribuido en cada cubeta y la diferencia de absorhancia es anotada.

Resultados.

Ios valores medios para las personas sanas de hemoglobina glico-
silada es de 7.7 % con una desviacidén estandar de 1.3 % y para las -
personas con diabetes mellitus su valor medio es de 11 % con una des
viacidén estandar de 2.2 %, (6L ).
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B.— Métodos cromatogrdficos.
i.— UN SIMPLE METODO PARA ESTIMAR LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA Y -
SU EVALUACION CON APLICACION A PACIENTES DIABETICOS. de ( Jin
Hen Chou ).
Fundamento.
Se describe un método de cromatografia lfguida de alta presidn ~
{ H.P.L.C. ) la cual permite el aislemiento de HbAlc en 27 minutos -
usando sélo 12 ug. de hemoglobina ( 100 ul. de sangre debido a inter
cambid idnico ).

Metodologia.

nerocoogzd

Lzs muestras de sangre con E.D.T.A. se lavan por centrifugacidén=-
‘"dos veces con solucidn saline fisioldgica para eliminar el plesma y-
se hemolizan las células con un regulador de fosfatos pH=6.7 ( un vo
lumen de células por seis volumenes de regulsdor y se centrifugan ).

Ia concentracéidn final de la hemoglobina en el sobrenadante pue—
de ser de 30 a 50 g/l.

Se pese una alfcuota de 0.5 ml. del sobrenadante a una columma —
de intercambid idnico, se recuperan las frocciones diez cada una de—
10 ml. de eluido y se mide lz absorbancia de cada fraccién a 540 nmw
( fraccién fija ).

La determinacidn de la hemoglobina total, otra alicucta de 0Q.5ml.
del sobrenadante se vierte en un recipiente volumétrico, se dilﬁye -
el volumen con un regulador de fosfatos'de pH=6.T.

A un volumren final de 5 se mide su absorbancia a 540 nm. en un—
espectrofotométro Beckman NModelo 25.

Cdlculos del porcentaje de hemoglobina glicosilada.'

SHbBA Absorbancia de la fracecidn fija x 100
lc =

Absorbancia de la hemoglobina total.

Resultados.

Se hizo un endligsis de regresidn sobre los datos obtenidos entre
la hemoglobina glicosilada y le concentracidn de glucosa en plasme -
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como se aprecia en la gréficavnﬁmero 1.

% HbAlc

H N W e ou

g/1.

Grdfica No. 1. 1 2 3 4 S
"Correlacidn entre la concenbtracidn de glucosa en plasma y el
% de hemoglobina glicosilada HbA, o
El valor medio del porcentaje de HbAlc en 52 personas normales -
es de 6.6+ 0.3%.
El valor medio para las personas con diabetes mellitus es de -
10.83 + 0.34 ( 35 ).

2e— UN METODO RAPIDO DE DETERMINACION DE HEMOGIOBINA GLICOSILADA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION ( H.P.L.C; ) de =
{ Cole Soeldner J.

Bundamento. .

Se utiliza resina de intercambio idnico ( Bioc-Rex 70 ) para la -
cuantificacién de hemoglobina glicosilada.

Metodologie.

Una columna de 9 mm.x 5.8 cm. de resina ( Bio-Rex 70 ) se le in-
yectan 10 ul, de muestra hemolizada a traves de un inyector, la mues
tra se filtra a traves de un filtro matriz posteriormente se pasa a-~
nuestra columna y se le agrega un regulador de fosfatoa y el desarro
llador Wo. 6 que contiene fosfatos y cianuro de potasio con un pH=6.7
este regulador se le agrega por 13 minutos para estabilizar el siste
ma y sus componentes.

Para un control cuantitativo se corre un estandar de concentra-
- 21 -



¢idén conocida de HbAle en un cromatograms pars confirmar su concen =
tracidn.

A la columma se le conecta una pila eldéetrica dentro de la cual
fluirdn 20 ul. de maestra, con un dstector y agitador colocado en una
caja mezZcladora para eluilr las corrientes de aire, los componentes -
menores de la hemoglobina A Son leidos a 405 hm. en un espectrofoto
métro que tiene una escale sensible a 0.0l unidades de densidad Spti
ca de HbAlc.

En el esquema se ilustra esta'metodolog{a.

‘ I er de
Desarrollador

. ‘,l‘li estra
o 3 ’ Jeringa
. "Piltro
Columnsa :]

Detector/sComputadora
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Referen-
cia




Micrométodo.— Para la determinacidén de los niveles de Hba, , en -
pequefias cantidades de sangre, se colectan 100 ul. de sangre comple=-
ta y se colocan en tubos heparinizados, se centrifugan para la deter
minacidén del hematocrito, se cierra el final del capilar cortando y-—
usendo una micropipeta, aproximadamente 30 ul. del paquete celular -
son wxpelidos dentro de un tubo cdénico de une centrifuga.

100 ul. de agua destilada y 100 ul. de tolueno se adicionan a las
células y se mezclan vigorozamente, la solucidn final se centrifuga-—
8 minutos a 4°C. El hemolizado se diluye con el desarrollador No. 6-
de pH=6.7T.

Resultados.

Los resultazdos para ambos métodos sons

De 36 ensayos en indiividuos normales se obtiene un valbor nedio -
de HbAlc de 4.94 % + 0.12 con un coeficiente de variacidn de 2.4 y -
una deaviacién estandar de 1 + 0.02.

El valor medio para los diabéticos 57 fué de 6.8 2-20 % con un -
coeficiente de veriacidn de 2.19 y una desviacidn estendar de 1+0.14
a 5 pacientes se les administraron 100 g. de giucosa y se les realie
z4 una curva de tolerancia a la glucosa y asi mismo de les cuantif{-
co la casntidad de I-rbAlc s notandose en 108 velores obtenidos de H:!sA.lc
que estos no se modificaron en ningun momento.

Se comparan l1os dos sistemas utilizados en este método en la gré
fica mimero 2. -
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Grdfica No. 2.
"Relscidn entre el % de hemoglobina glicosilada HbA,  utilizando
eromatografia de alta presidn ( H.P.L.C.) y comparandc los dos—

métodos { macrocolumna y microcolumna ),

3.~ CUANTIFICACICN DE HbAlc Y HbAla POR EL METODO AUTOMATICO DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION. de { Gimber Koets ).

Fundamento.

La concentracidén de hemoglobina glicosiladg ( HbAlc ¥ m1a+b )~
refleja la posicidén integrada del metabolismo de carbohidratos en in
di~-iduos diabéticos durante las 4 § 6 semanas precedentes.le cuanti-
ficacidén de hemoglobina Alc es sugerida por un grupo de investigado-
res no sélo para el diagndstico de la diabetes sino también como un-
medio &e estudio del matabolismo de glucosa en diabéticos con la ides
de lograr un control metabdlico efectivo para la reduceidn e inciden

v cia de secuelas secundarias asociadas con diabetes mellitus.

Metodologia.

Las muestras de sangre con anticoagulante E.D.T.A, se aimacena =&
4°C nasta 24 horas, la muestra hemolizada que da libre de estroma y—
se dializa de acuerdo al método de Drabkin(30).

Una muestra de 5 ul. de sangre hemolizada equivalente & 240 ug.
de hemoglobina con un rango de 125 a 280 ug. se inyeeta a la columa
- 24 -



de 11 cm. empacade con resina catidnica Bio-Rex 70 de un cromatdgra-
fo ¥ se eluye con los reguladores de fosfatos pH=6.42 respectivos. -
con un flujo constante de 3 ml./min.

Por medio de une valvuela selenoide activada y con una secuencia-
de tiempo integrado a la computadora hace programable los cambios -~
apropiasdos del regulador a los 4,2 min. ¥ 6.4 min. respectivamente.

La hemoglobina A1a+b ¥y la HbAlc se eluyen secuancialmente en 6.4
min. con un regulador de fosfatos de pH=6.42,

Con un detector de longitud de onda variable modelo 970 A, se mi
den las absorbancias de los eluidos a 410 nm,. Los tiempos de reten -
¢idén pare las hemoglobinas son:

HbA1a+b de 0,9 min. y pera HbAlc 2.3 min,

El tiempo que tarda este proceso es de 2" minutos a una tempera-—
tura de 22°C,

Regultados.

Para un tamafio de muestra de 10O persones normales el valor medio
de Rod, o fué de 4.91 % + 0,0778 con un coeficiente de variacidn de -
1.10.

Las hemoglobinas permanecen estables a las 24 horas, un retraso-
de 48 horas en el prosesemiento aumenta la cantidad de estas hemoglp
binas ( 30 ).

4.— NEJORAMIENTO EN LA DETERMINACION DE HbA, POR RAPIDA CROMATO
GRAFIA DE INTERCAWBIO IONICO de { Rand G. Philip ).

Fundamento.
Se determina la proporsidn de hemoglobina glicosilada ( HoA, )-
utilizando una resina de amberlita de intercambioc idnico la cual re-—
duce el pH de 1z hemoglobina, eluyendo con un buffer g un agente de-
fuerza idnice utilizandose un volumen de elucidn mds completa de la
fraccidn Alc'

le resina de amberlita ( 6-50 ) de la forma dcida se lava breve-

mente para quitar las partes gruesas y convertirlas a la forma sddi-
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ca con hidrdxido de sodio concentredo, 3se enjuaga con agus destilada
el pH de 1la resina se ajusta y se lava por decantacidén varias veces—
.con el buffer de pH=6.4 para asegurar'el equilibrio por completo el-
pHy la fuerza idnica.

Metodolosfa,

Las columnas son Jeringas de 9.5 cm. de longitud se acomodan dig
cos de nolietileno para mantener la resina, los ensambles de la co =
lumna se llenan con 7.5 ml. €de uwne suspensidn de 500 ml. de resina -~
eguilibrada en pH para formar la cama de la resina e insertar los -
daiscos de molietileno.

Las ruestras se preparan diluyendo un volumen de sangre con 2.4-
wvolumenes de solucidn hemolizante, después de que el buffer de fosfg
tos estd sobre la resina se deja pasar i ml. de hemolizado dentro de
lz columna.

0.20 ml., de buffer de fosfatos se aplica para enjuagar la hemo -
£lébina que guedo dentro de la columma. Este ligquido se degecha, las
Fracciones de la hemoglobina rdpida se eluyen con 25 ml. de buffer y
el elufdo se guarda para posteriormente leerse.en el espectrofotomé-
tro y la hemoglobina presente se eluye con 5 ml. de buffer de fosfa-
tos., este eluido se diluye 20 veces y las absorbancias de las solu~
ciones se leen & 415 nm. ¥y la HbAlc ge calcula como un porcentaje -
del total de la hemoglobina elufda, .

Este método fué comparado con el equipo comercial de Isolab y He
lena.

Resgultados.

El porcentaje medio de HbA, fué de 8.83 + 0.25 en personas con-
diabetes mellitus y en personas normales fué de 4.01 ( 51 ),

5.~ DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HhAlc) CON UN NUE-
VO PROCEDIMIENTO DE COLUMNA ( MICRO ) de (Abraham E.C.).
Fundamento. ’

Se determina hemoglobina glicosilada por intercambid idnico.
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Motodologisa.

Se¢ colectan dos tubos con sangre, uno se utilize para determinar
hemoglobina en sangre y el otro para determinar el porcentaje de HbAlc
el hemolizado se prepara lizando un volumen de células lavadas con —
un volumen igual de sgua destilada y una mited de volumen de tetrs -
clorurc de carbono, el resto célular se remueve por centrifugacidn y
la mitad de la microcolumna se obtiene de un laboratorio comerciel.

TIne suspensidn de Bio=~Rex 70 dilufda 1:2 con un buffer de fosfa
tos se usa para cada columma, el pH requerido con un buffer de fosfa
tos y de 25 & 30 g. de hemoglobina se dializa toda la noche con el -
buffer de fosfatos el cual ha sido dilufdo con agus destileda.

El buffer se utiliza para remover los despérdicios de la parte-—
superior de la columma, después la muestra dializadas se aplicn a la-
columna permitiendo el paso del cromatograma con el buffer de fosfa-
tos el flufdo se mantiene de 14 a 15 ml/ min. y se dividen las hemo=-
globinas menores Hb“la+
el buffer de fosfatos de alta molaridad 0.15 M. Ie elucidh permenen-
te de la hemoglobina requiere de 8 a 10 horas adicionales, el calcu-

b’ HbAlc son elufdas de 16 a 20 horas, con -

1lo de los componentes de la hemoglobina reguiere y se basa en la ab-
sorbancia a 415 nm. en un espectrofotométre Beckman.

Reguitados.

El porcentaje medio de H’b&lc en sujetos normaleg es de 5.6 con -
uns desviacidn estandar de 0.2 y el rango es de 5.3 a 6.0 %.

En sujetos diabdticos el valor medio es de 10.4 su desviacidn es
tandar es de 0.4 con un rango de 10 a 13 .

Bie- la gréfica mimero 3se tienen los valores del % de HbA,  obte-
nidos por los métodos de microcolummas ¥y macrocolummas con relacidn—
a la concentracibn de glucosa sanguinea.(21).
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Grifica Wo. 3.

wRelacidn de HbAlc por macrocolumma ¥y microcoluma.”?

5.= UN METODO RAPIDO PARA WEDIR HEMOGLOBINA GLICOSILADA CORO RU-
TINA . de ( R.E. Davis ).

Fundamento.

Se describe un método utilizando resine de intercambio idnico.

NMetodologzfa.

100 g+ de Pin-Rex 70 de malla 200~400 se le adiciona un buffer -
de fosfatos de pH=6.7-6.8. La sangre con anticoagulante E.DiT.A. se—
centrifuga y a 0.5 ml. del paquete celular se transfiere a otro tubo
al cual se le agregz de 4 a 5 ml, de hemolizante ( saponina y eciemi~-
ro de sodio ), & 2 ml. de hemolizado se deja pesar a traves de la co
luma que contiene la resina. »

El buffer de fosfatos se adciona a la reserva del eluente aproxi
madamente 15 ml. y los tubos son centrifugados a 1L500-2000 G/min. el
eluado ( fraccidn de hemoglobina glicosiledes ) se recolecta su volu=
men y se amnota. Para la determinacién de la concentracidn de . la con
centracién de la hemoglobina total 0.02 ml. del hemolizado original-
se diluye con el buffer de fosfatos pH=6.7. :

. La densided dptica es leida & 414 nm. y el porcentaje de hemoglo

bina es calculado tomando en cuenta las siguientes diluciones. .
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% de HoA, = D.0. Volumen del elusdo x 100
0.02 x D.0O. Hb. Total x 500
Resultados.

El valor medio de HbAlc pera personas normales es de 4.5 % ¥y pa-

ra personss con disbetes mellitus es de 11.38 % ( 53 ).

7 .= COLECCION DE JANGRE SOBRE PAPEL FPILTRO PARA MEDIR HEMOGLOBI-
NA GLICOSILADA POR AFINIDAD CROMATOGRAFICA. de (Rendie R. -
Little ).

Fundamento.

Se presenta un sistems en el cual se recolecta sangre sobre un -
papel filtro impregnado de giucosa oxidasa, el cual posteriormente -
se e procesaz una cromatografia de intercambio idnico.

Metodologia.

Se colecta szngre en tubos vacutaimer con E.D.T.A. y sangre capi
lar la cusl se coloca en un papel filtro, este papel esta impregnado
de glucosa oxidasa, los papeles son secados a temperatura embiente,
una alfcuota es almacenada de sangre venosa a (-7000) ¥y otra fué de;
Jada para el hemolizado de los eritrocitos.

la preparacidén del hemolizado fué pares el endlisis de HbAlc por-
H.P.L.C., directamente en la columma.

Paxra el conirol de calidad para nuestro ensayo de ~finidad croma
togrAifica fué hecho por duplicado.

Resultados.

ElL valor medio para 28 pacientes normnles de HbAlc fué de 7.21%
¥ el valor medio para pacientes diabéticos fué de 11.57 ¥, para san~
gre venosa y sangre capilar.

Existe una buena correlascién entre los dos métodos para la obten
cidn de muestras processdas en este sistema H.P,L.C. como se muestra

en la gréfica ndimero 4,
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Gréfica No, 4.

" Correlacidn entre el % de hemoglobina A, cuantificada por el -
sistema de H.P.L.C. procesandose las muestras por diferentes qé
todos de obtencidn sobre papel fi}tro con glucosa oxidasa.

( Sangre capilar y sangre venosa ).

C.~ Métodos electroforéticos.

l.— DETERMINACION CUANTITATIVA DE HbA'lc POR ELECTROPORESIS
EN GEL DE AGAR . de ( Menar Lionel ).

Pundamento. .

Se describe un procedimiento por densitometria después de la elec
troforesis en gel de ggar de 1 ul, de hemolizado al cual se le aplica
60V/40 min. para determinar la hemocglobina glicosilada.

Metodologia.

Preparar un buffer 0.1 M. de citrato pH= 6.3 en cusl se utiliza

como cambiador.,

Para la electroforesgsis se prepara una mezcla de 20 g. de agar y

1.40 g. de sorbitol, citrato de sodio 32 mol, dcido cftrico 25 nmol-
y se sjusta el pH a 6.3.

Se calienta le mezcla para que se disuelva completamente, se en-—
- 30 -



fria antea de que el gel se molde en una capa de poliester flexible.

Reactivo hemolizante.,~ Mezcle 100 g. ée saponine con 100 ml. de—
agun deionizada, se colecta le sangre con E.D.T.A. ¥y se prepara el -
hemolizado para la electroforeis dentro de las 48 horas de su colec—
cidn mezclandolo en Vortex, una parte de ssngre completa con tres -
partes de reactivo hemolizante y se aslmacena a (-4°C').

Se coloca 1 ul. del hemolizado dentro de los pozos de gel agar,—
ge adcionnn 95 ml. de buffer par: hemoglobinsa glicosilada para cada-
electrodo, en el intercambiasdor insertar dentro del agar el cassete-—
receptor de la tapa de la celda para la electroforesise.

Aplicer 60 V. por 40 minutos, se coloca el gel = 53%¢ por 20 mi-—
nutos en el hormo, enjuagar el revés del gel y determinar les porcidn
de hemoglobina glicosilada, examinar por densitometria a 420 nm. con
un denmitometro Modelo T720.

Resultados.

Los valores para el rango de HbAlc son de 5,6 a 7.5 % con una me
din. de 6 % y una desviacidn estandar de 0.5 % en personas normales -~
Cor una concent¥acidn de glucosa de 92.5 & 94.4 mz/100ml.

El valor medio para los pacientes diabéticos fué de 13.8 % con -
una desviacidn estandar de 0.5 % y su valor de glucosa en sangre fué
de mds de 200 mg/100 mil.

Este método fué comparado con el de crometograffa liguida de ale
ta presién ( H.P.L.C.) ¥y existe una buena correlacidn entre los dos-~
métodos, como se muestra en la grdfica ndmero 5. { 39 ).
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Gréfice No. 5.

"% de HbAlc por electroforesis en gel egar y por cromatografia -
liquida de zlta presién.”

2.~ WEDICIONES DE HRMOGLOBINA GLICOSILADA SOBRE MEMBRANAS DE -

ACETATO DE CELULOSA POR AFINIDAD ELECTROFORETICA MOVIL. de
( Jeffrey Ambler ).
Fundamento.

En este método pera separar la hemoglobina glicosilade en szngre
sobre membranas de acetato de ceclulosza, se¢ aplica la afinided de la-
masa molecular menor del sulfato de dextran de la fraccidn no glico-
silada, después las bandas son aclareaedas y coloreadas cusntificando
se las dos fracciones por densitometrfa.

Metodologia.

Ls. sangre se colecta en tubos con E.D.T.A. como anticoagulante-—
se adicionan 100 ul. de sengre completa a 5 ml. de cloruro de sodio-
al 0.85 % en un tubo se centrf{fuga suavemente y centrifugando el -
fluido del sobrenadante se aspira completamente, 350 ul. dé la solu=-
cién hemolizante de mmponina se le adiciona.

Para la electroforesis las membranas se equilibran con un buffer
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de afinidad electrofordtica de pH=6.4 por 10 minutos en las camdiras
electroforéticas separadoras Anm Arbar N.T. 48106 llenss de =uffer.

EYX aplicador se carga con 7 ul, de muestira usandoe pipetor manual
las membranss ya manchadas se colocan en la cédmara y las miestras de
aplican para que después sean abgorvidas lentamente,

Degpués de 1la electroforesis de 150 V por 40 minutos las bandas—
fueron puestas rapidamente en coloracidn por 10 minutos, el exceso —
de colorarte se quita con una agitacidn constante con lavadas de 50~
mi/1 de decido acétice por 5 minutos.

Lag menmbranas son aclareadsas por 2 minutos y se transfieren a un
plato de vidrio y se exponen a 80-90°C por mds de diez minutos hasta
que queden transparentes.

Las separaciones del anodo son examinadas con un densf{tometro -
A.C.D. 18 a une longitud de onda de 520 nm.

Regultados.

El coeficiente de variacién para pacientes normales es de 0,49 —
con un valor medio de 7.5 % y para paciantes diabdticos su coeficien
te de variacid es de 0.38 % con un valor medio de 15 %.

Se compard este aistema con el de electroforesis en agsr gel y -
se observd que existe una buena correlacidn dentro de los dos siste-

mas, como se indica en la grdfica admero 6.( 34 /.

20 -

% BoAy en g v, ¥
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Gel Agar(s) X ,.'7

124 ",

:""
8 e
1 o
L
% HbLA por Acetato

. t j de &glulosa ()

Gréfica No. 6,. B 12 16 20

"Cuanfificacidn de HbAlc por electroforesis en gel agar y por afi

nidad electroforética mdvil en acetato de cdlulosa.”



3.— DOSIFICACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1 )} POR PUNTO -~
ISOELECTRICO de ( R. Schoes ).

Fundamento.

Se propone este método de dosificacidn como una rutina usendo -
una delgsda czpa de gel, se determina el punto isoeléctrico, ya que-—
la hemoglobina migra con el alto voltaje en el gel de policrilamida-—
a traves de un gradiente de pH.

Metodologia.

et et

Una solucidn al 1 % de dcido ascdrbico buffereada a pH=6.9 y un-—
buffer de fosfatos 0.1 M. se sfiaden a un hemolizado de eritrocitos a
razdn de 1 ul. a 5 ul. de mezcla se coloca dentro de un papel filtro
de 2.5 x 5 mm.

El gel de policrilamida consta de 10 ml, de glicerol al 87 %, a-
0.75 ml. de un anfolito de pH=6.8; 0.4 ml. de une solucién de ribo -
flavina al 0.04 %. Ia solucidn se polimeriza y se pasa bajo la luz =
de nedn la diseminacidn del gel es de 250 x 115 x 1 mm.

El gel modoficado de policrilamida y un equipo maltiporo L.K.B.-
para punto isoeléctrico.

Los pozos de cristal son de 83 x 115 x 1 mm, colocados de lado a
l=zdo, se les afiade un gel dentro del equipo original y el grasor del
Zel se reduce a2 1 mm. cortando en tres partes iguales hace pogible -
la determinacidn densitoméirica, después de la migracién pueden mi-
grar 27 muestras a la vez.

Ia migracidn y la localizacidn de la hemoglobina se hace bajo un
mdximo de 20 Watts con una velocidad méxima de 30 V am, 2l principio
los pozos del gel de policrilamida gse mantienen a 10°C con agua co -
rriente y el tiempo de vinealizacidén es de 90 a 120 minutos.

Despuds de la localizacidén de la hemoglobina se hace una procipi
tacidn de protefnas con una solucidn de deido tricloroacético y fci-
do sulfosalicilico al 5 %, el color de la hemoglobina hace un tefiido
superfluo.

Los pozos son leidos con un densf{tometro modelo Beckman 112 a
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660 nm,
Resultados.
Los niveles de HbA, = en personas normales varfsn entre 3 y 7 % -
con una medie de 4.66 % y una desviacidn estandar de 1.05, los nive-

les para pacientes diabéticos son de 8 a 15 % con una desviacidn es-
tandar de 1.8 ( 57 ). ‘
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EVALUACION DE ILOS METODOS.

Fotométricoe.

a).~ Ventajas.

l.~ El andlisis estadfstico de estos métodos indicen que exis
te una buena reproducibilidad en estos.

2.~ Se processn varias muestras al mismo tiempo.
b).~ Desventajas.

1.~ Una alta concentracidn del dcido utilizado pera el proceg

samiento de la muestra y tempersturas elevadas en la reaccidn
interfieren enn £sta disminuyendo 12 intensidad de color y a

su vez la cocentracidn de hemoglobine glicosilada.

2.~ Un almacenamiento del hemolizado por mi= de 48 horas
aumente la concentracidn de HbA, .

3.~ La hemoglobina fetal interfiere en la cuantificacidn de-
H'bAlc ya que por estos métodos no es posible separarla.

4.~ Se requiere de més de 60 minutos para realizar la deter-
minacién de HbAlc por eatos métodos.

Cromatogréficos.

&).~ Ventajas,

l.~ Se emplea muy poca cantidad de muestra para cuantificar-
HbAlc poxr estos métados. :

2.~ El almacensmiento de los hemolizados a 4%c ¥y e 22%¢ por—
més de 24 horas no afedta la concentracidn de anlc ya que -
los valores encontrados de ésta en hemolizados slmacenndos a
attitas temperaturas y en frescos ha sido exactamente eli mismo.

3.~ El %iempo gue se emplea para la ejecucidn de estos m&to-
doa es mencr a los 60 mimatos,
t).~ Desventajas.

l.—~ Para realizar cualguiers de los métodos cromatogrificoa~

anteriormente mencionados se requiere de equipo complicado.
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2.~ Cuando no se|l controla el pH indicasdo en la metodologia =
se eleva el valoF de HbAlc.

3.- Si la temperpturz no es controlada la concentracidn de -
HbAlc gse incrementa.

Electroforético

a).- Ventajas.

l.,- Se emplea pdca muestra para la realizacidn de la prueba.

2,- El andflisgis

estadistico presenta una buena correlacidén -

comperado con otros métodos gque no sean electrofordticos.

3.— Se pueden procesar varias muestras al mismo tiempo.

b).- Desventajas.

l.=- Un cambio d¢g

pH en la electroforesis afecta la concentra

c¢idn de HbAlc que se obtengz.

2.,- 8i se presentan cambios de tempmeratura durante el proce-—
so se verd afectada la concentracidn de HbA,

3.~ Se emplean
tos métodos,

ds de 60 minutos para la realizacidn de es -
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DISCUSION.
En los métodos fotométricos el material y equipe empleesdos para—~
la cuentificacidn de hemoglobina glicosilada es de fdcil adquisicidn

parz un laboratorio clinico de rutina ya que no hay necesidad de im=—-

portar equipo y reactivos mencionados en los métodos.

En cuanto a su 2ndlisis estadistico presentan una buena corre-
lacidn entre ellos, pero no con los cromatogrificos y electroforéti-
coS ya que se han procesado muestras de un mismo lote de pacientes -
por estos métodos y existe una diferenciz muy grande entre los valo-
res encontrados de HbAlc, generalmente se encuentran valores mucho =
més elevados en los fotométricos que en los demds, porque al realizar
estos se debe de tener un especial cuidado en que la concentracidn -
del dcido utilizado ses la correcta y que la temperatura también sea
la indicada ya que si no se controlan estos dos factores alteran la=-
concentracidn de Ra hemoglobina glicosilada.

Otro de las factores & causas por las cuales la concentracidn de
HbAlc se altera es el almacenamiento de los hemolizedos por un tiem-
po mayor a 48 horas ya que el valor encontrado nmo es el real por lo
aque ze recomienda realizar el método en cuanto se obtenfia la muestra

de sangre.

Ademds si los datosg proporcionzdos de prjc no son reales el mé=-
dico no controlard efectivamente al paciente con diabetes mellitus =
¥ su terapia serd insuficiente.

En lés métodos fotométricos no es posible eliminar la interferen
cia de la hemoglobina Fetal dentro del mismo método ya que al cuanti
ficar la hemoglobina glicosilada también estamos cuemtificando la PFe
tal por lo que los resultados obtenidos son de las dos hemogloninas,
se podr{a penser en una solucidn a este problema cuantificando por
otro método a la hemoglobina Fetal como puede ser un método cromato-
gréfico, una vez obtenido el valor de la hemoglobina Fetal se 1le res

taria 81 valor obtenido de la hemog¥obina glicosilada obtenido por -
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mé€todos fotom€tricos, pero al realizar este sisteme antes mencionado
implica mds tiemps, equipo, reactivos y presupuesto econdmico por lo
que no es conveniente para un laboratorio clfinico.

Por las razones anteriormente sefialadas creemos que los métodos

fotométricos son inadecusdos para un estudio de rutina.

Los métodos cromatogrdficos son mucho mdg sensibles gque los Toto
métricos, presentan una buena correlacidn estadistica entre ellos y

los electroforéticos, por lo que los hace reproducibles y confiables.

Se emplea poca cantidad de muestra y de reactivos por lo que los
hece un poco mds econdmicos en cuanto ya se tiene el equipo completo
ya que si se va a adquirir por primera ve2 el costo de este es muy -~
elevado.

Entre los factores jue pueden interferir para la cuantificacién
de HbAlc son el pH y 12 temperatura, pero son fdciles de controlar -~
por la persona gue realiza la prueba, ademds ofrecen la ventaja de -
que los hemolizados uns vezZ preparados se pueden almacenar & 4°e Yy -

Yy a 22% por 7 dfas ., para Josteriormente trabajarse.

Por este razonamiento se propone gque la metodologia idéal de to-
das las crometogrdificas es la propgesta por R.E. Davis porque es muy
sensible, tiene buena reproducibilidad , emplea poco tiempo pare su
elabdorwciin y no existen otres i:xterferencias de otras hemoglobinas
por lo que lo hace aiin mfs confiable para poderse realizar como un-

examen de rutina en un lasboratorioc clinico.

En cuanto al equipo empleado es un poco complicado de consegulr
wn México ya que se utiliza resina Bio=Rex 70 y tanto el equipo ‘co.
mo la resina son de importacidén y por el momento es inaccesible el -
empleo de este método y de otros que impliquen el usc de Bio~Rex 70
aunque las ventajas son muchas con respecto a otrese.
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Debido a esta situacidn creemos que los métodos electrofordticos
que se basan en el punto isoelectrico de 1la hemoglobina glicosilada
son una segunda opsidn, por su configbilidad, sensibilidad y reacti
vos que se consiguen fécilmente por lo que se pueden utilizar para—
1a cauntificacidn de hemoglobina glicosilmda, o%tra ventaja que pre-—

sentan en que se emplea muy poca centidad de muestra y se procesan—
varias muestras a2l mismo tiempo.

Los factores que pueden afectar en un momento determinazdo son el

pﬁ'y la temperatura y son controlados por la persona que efectua la
prueba.
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CONCLUSTONES.

le.~ De acuerdo a 1la descripcién y evaluacidn realizada en esta

rev'isién de los métodos que existen para cuantificar hemo-—
globina glicosilada ( HbA]_r- )s concluimos que la metodolo-
gia ideal es la.cromatogrdédfica propuesta por R.E. Davis,

La cuantificacidén de hemoglobina glicosilada ( I"Itm._‘_c ) en~
pacientes con diabetes mellitus es de utilidad para valorar
la terapia de estos pacientes, a su vez concentraciones elg
vadas de HbAlc indican especificidad para diabetes mellitus

¥y para el seguimiento de las anormalidades o Secuelas de la
enfermedad,

Ia validez de la concentracidn de hemoglobina glicosilada -
vara la deteccidn o gseguimiento de un control depende en
gran parte del método utilizado,.

La cantidad de hemoglobina glicosilada ( HbA, ) refleja -
el tiempo promedio de glicosilacidn.

Para una buena utilidad clfnica de la concentracidén de HbAlc
se requiere que las cantidades determinadas sean reales ya-—

gue e3 una medida integrada de glucemia en pacienteg con o~

diabetes mellitus sobre los 60 é 90 dfas precedentes a 1z -

obtencidn de la muestra sangufnea,

1a cuanti.f’icacién de I-I'i:u!.:l_‘= puede ser un examen clinico de =
rutina ya que puede reemplazar otras pruebas de laboratorio
clinico come son las glucemias en estado de ayuno y la de -
terminacidén de glucosa en orina, ya que se¢ evita la presen-—
cia del pacién‘te diabético en el laboratorio frecuentemente
y esta opsidn ofrece para 61 un estsdo emocional menos es -~
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tresado, ademds de que le permite al médico seguir més rigoro

. zamente su terapiae.
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