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RESUMEN

Se discuten algunos aspectos relacionados con la
heterogeneidad quimica de la molécula de
hemoglobina, especialmente los relacionados con las
hemoglobinas glicosiladas. Se llevé a cabo una
comparacion de tres métodos analiticos que se han
disefiado para su cuantificacién, para determinar asi
cual es el méas atil como método de rutina en nuestros
laboratorios clinicos. El estudio se basé en dos
procedimientos microanaliticos, cuyo fundamento es
la cromatografia de intercambio idnico, los cuales
fueron comparados entre si y con un procedimiento
colorimétrico.

Se presentan los resultados obtenidos en ese
estudio, asi como también la recomendacion sobre la
escogencia del método que podria ser usado en la
rutina analitica, para la cuantificacion de las
hemoglobinas glicosiladas. [Rev. Cost. Cienc. Méd.
1986; 7(1):29- 40].

INTRODUCCION

La heterogeneidad molecular de la hemoglobina (Hb)
humana es un hecho plenamente reconocido. Kunkel
y Wallenuis (10) en 1955, fueron los primeros en
observar las fracciones menores de la Hb, en
electroforesis en bloque de almidon; describieron un
componente pequefio y lento (HbA2) y una fraccion
rapida (HbAs), perfectamente diferenciables del
componente mayor (HbAg), o Hb A del adulto. Allen et
al. (1), fueron los primeros en separar las Hbs Ax, An
y Ac (Hb A) de las Hbs Agy A, por cromatografia en
columna con una resma de intercambio catidnico.
Esas fracciones menores resultaron ser
idénticas a la Hb As, observable por electrofore-
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sis convencional como una fraccién difusa y anddica
(por su mayor carga negativa) respecto de la Aq. Por
muchos afios estas fracciones rapidas de la Hb
permanecieron solamente como una curiosidad,
hasta que, en 1967, Rahbar (18) demostr6 que su
concentracién se halla incrementada en los pacientes
diabéticos descompensados, por lo cual las reporté
bajo la designacion de “componente hemoglobinico
del diabético”.

Trabajos posteriores confirmaron la perfecta identidad
entre la “Hb diabética” y la HbAc (20, 21).
Posteriormente, McDonald et al. (12) comprobaron
las diferentes afinidades de las diversas fracciones de
la Hb A1 por el oxigeno. Se encontr6 que existe mayor
afinidad de las Hbs glicosiladas, situacion fisiolégica
gue podria tener implicaciones en el paciente
diabético (19). Bunn et al. (2), corroboraron
finalmente, la exis tencia de esos cuatro componentes
menores glicosilados de la HbAo, y llevaron a cabo su
cuantificacion. La Hb Aic ha sido la mas exten-
samente estudiada por ser la mas abundante de
todas. En un trabajo preliminar (22) se hizo hincapié
en la importancia de la medicién de la HbA como
parametro del estado metabdlico del paciente
diabético y de los aspectos bioquimicos de estas
hemoglobinas glicosiladas. Estas fracciones son
derivados formados por una reaccion de glicosilacién
gue sufre la Hb con la glucosa o con algunos de sus
metabolitos, en especial con la 1-amino- 1 -
desoxifructosa, como se ilustra en la Figura 1. La
reaccion de glicosilacién es lenta pues no es
catalizada por enzimas; es irreversible y depende
exclusivamente de la concentracion de la glucosa
intraeritrocitaria (5). Como la entrada de la glucosa al
eritrocito se efectla sin la participacion de la insulina,
la concentracion de ese monosacarido en el interior
de esa célula es un reflejo de su concentracién en el
plasma. Esto explica por qué la reaccién de
glicosilacion es mas rapida en la sangre con elevada
concentracién de glucosa, condicion que ocurre en el
paciente diabético no compensado (22).
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FIGURA 1

REACCION DE GLICOSILACION DE LAS CADENAS 8 DE LA HEMOGLOBINA
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Métodos analiticos para cuantificar

Hbs glicosiladas

Luego de la separacién cromatogréafica de las Hbs
glicosiladas por Allen et al. (1), Trivelli (29), modifico
el método haciéndolo mas practico y rapido. En 1978,
Jones et al. (9) diseflaron un procedimiento
microcromatografico para la cuantificacién de las
fracciones hemoglobinicas A 1a+ y HbA 1c. El método
era menos elaborado que otros, pero siempre lento,
ya que se tenia que determinar visualmente la elucion
de cada una de las fracciones (A 1a+b, AcyY Ao+ Ao).
Luego de una serie de versiones microcromato-
graficas, Friedman y Humbert (5) describieron un
sencillo método para la medicién cuantitativa de la
HbA1, con separacién de sus componentes (AiatAwby
Ar) de las Hbs Ao+ A, con la ventaja de prescindir de
una observacion visual constante de la microcolumna.
Posteriormente, Chou et al. (3) y Kynoch y Lehmann
(11), introdujeron a esta metodologia ligeras
modificaciones, que hicieron del procedimiento
microcromatografico un método rapido y de fécil
aplicacion en los laboratorios clinico de rutina. Este
procedimiento es el que, con ligeras modificaciones,
preconizan al menos dos casas comerciales: Isolab
(Akron, Ohio) y Helena (Beaumont, Texas). Segun
éstas, todas las fracciones hemoglobinicas y
glicosiladas se eluyen juntas como un solo
componente, el cual para los efectos practicos de
designa como HbA;total.

La utilizacion de la cromatografialiquida de alta
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presion, permite también la separacidn nitida de las
fracciones de la HbA;,, pero se requiere equipo
especializado y su costo es relativamente alto (25).
La electroforesis también puede utilizarse para estos
fines, siendo la mejor aquella que se realiza sobre
geles de agar acido (13). Recientemente, se han
desarrollado procedimientos de radioinmunoanélisis
(RIA) para determinar HbAwc (8), pero no existe
antisuero disponible comercialmente. De igual
manera se han preconizado métodos de
isoelectroenfoque (26, 27), los cuales han dado
buena correlacion con los de cromatografia en
columna. Desde el punto de vista
espectrofotométrico, la casa Abbott Laboratories
(North Chicago, IL) ha desarrollado uno basado en
los cambios del espectro de absorcién de la HbA
cuando se une el acido fitico. Como la HbAic no se
une a este 4cido, una muestra con incremento de la
HbA:mostrard un pequefio cambio en la absorbancia
luego de la adicién de acido fitico. La casa Kyoto
(Kyoto Diagnostic, Inc., Elkhart, Indiana) recomienda
un método que utiliza resma no empacada en
microcolumna, y lectura de la HbA; obtenida en el
sobrenadante en un fotometro computarizado.

Dentro de los métodos colorimétricos se halla el de
Fluckiger y Winterhalter (4), el cual mide todas las
hexosas unidas a la HbA, sea A, S, C, D, E, etc. En
el Cuadro 1 se indica un resumen de los métodos
mas usados para HbAy, con sus defectos y virtudes.



CUADRO 1

METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS
[DE (7), MODIFICADO]

METODO

TIPOS DE Hbs
GLICOSILADOS MEDIDOS

COMENTARIOS

-Cromatografialiquida

de alta presion
-Microcromatografia A ()
-Electroforesis A,
-Espectrofotométricos A,
-Colorimétrico

total (A,)

A1a+1b yHb1c

Hemoglobina glicosilada

Requiere equipo especializado; la HbF inter-
fiere; no se mide la glicosilacion de las Hbs S
yC.

La HbF interfiere; no se mide la glicosilacién
de las Hbs Sy C; asequible comercialmente;
abundante experiencia en los laboratorios
clinicos; hay interferencia con variantes rapi-
dasdelaHbA.

La HbF interfiere; puede cuantificarse la gli-
cosilacionde las Hbs S y C; existe comercial-
mente; poca experiencia en los laboratorios
clinicos. Los métodos recomendados son los
de gel de agar acido y el isoelectroenfoque.

Poca experiencia en los laboratorios clinicos.

Nointerfiere la HbF; son medidas todas las
Hbs glicosiladas, incluyendola Sy laC; exige
una cuidadosa estandarizacién que asegure
confianza analitica; moderada experiencia
en los laboratorios clinicos.

(*) En algunos métodos se puede separar la HbA,,, g de ia HbA,,

En la presente comunicacién indicamos los re-
sultados obtenidos al comparar tres métodos para
cuantificar HbA1, dos microcromatogréaficos y uno
colorimétrico, con el afan de estimular la realizacién
de esta prueba en los laboratorios clinicos del pais.

ESTUDIO EXPERIMENTAL
Material y Métodos

Se obtuvo sangre de 80 individuos aparente mente
normales, de uno y otro sexo, con edades
comprendidas entre los 18 y 40 afos. Con estas

muestra se hizo un estudio de los niveles de HbA:
con tres métodos. La seleccién de los Individuos se

hizo sobre la base de una condicion de glucemia
normal y una historia clinica negativa de diabetes
tanto particular como  familiar. Asi mismo,
se exigio un hemograma normal y una
electroforesis de la Hb normal. Como mues-

tra comparativa se incluyeron 20 pacientes dia-
béticos, 15 no compensados y 5 compensados.
También fueron incluidas cinco personas poseedoras
del rasgo de F-talasemia con el fin de demostrar el
papel interferente de la HbF en los procedimientos a
investigarse.

Métodos

Para la seleccion de las muestras normales se
siguieron los criterios ampliamente difundidos en la
literatura, los de quimica-clinica y los hematolégicos.
La cuantificacién de la HbA; se llev6 a cabo por tres
procedimientos:

. Método microcromatografico de la casa
Helena Laboratories:
(Beaumont, Texas), denominado “Glyco Hb Quik
Column Procedure”. Los fabricantes proveen
un juego de reactivos que incluye columnas
gue contienen una resma de intercambio
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catiénico, preparada en una solucién tampén de
fosfato de sodio 0,04 M, con KCN al 0,065 por
ciento, y azida de sodio al 0,01 por ciento como
preservativo. El separador cromatografico de la
HbA: lo es un tampoén de fosfatos, KCN y azida
de sodio en las concentraciones arriba
seflaladas. La preparacion del hemolizado que
se va a someter a cromatografia, se lleva a cabo
con el uso de sangre total y un reactivo
hemolizante a base de saponina, KCN y azida
de sodio. Este hemolizado se utiliza también
para preparar el patron (100%) que permite la
lectura del eluido problema. Deben tomarse en
cuenta una serie de detalles técnicos con el fin
de lograr 6ptimos resultados. Con el juego de de
reactivos se incluye una tabla de conversién de
temperatura, la cual se debe usar también en el
método que se describe a continuacion.

II. Método microcromatografico basado en el
método de Kynoch y Lehmann (11)
modificado en el CIHATA:

Y siguiendo también las recomendaciones de
RuizArguelles, del Instituto Nacional de la
Nutricion, México (Comunicacion personal).
Fudamento: Al igual que el de la casa Helena,
éste es un método microcromatogréafico de
intercambio catiénico, en el cual la resina car-
gada negativamente presenta una afinidad
selectiva por moléculas proteicas cargadas
positivamente. A una fuerza i6nica y un pH
critico, las Hbs glicosiladas se hallan cargadas
menos positivamente que las otras, por lo que la
HbA: puede ser eluida con un tampén adecuado,
comparandose su absorbancia con la de un
patrén (100%) preparado a partir del mismo
hemolizado.

Reactivos:

- Resina BioRex 70(100-200 mesh), forma sédica
(BioRad Laboratories).

Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6,79 + 0,01
para la fraccién rapida (HbA) y la estabilizacion de
laresina: se pesan 4,59 g de fosfato monosodico
monohidratado (6 5,18 del dihidratado); 1,18 g de
fosfato disédico y 0,65 g de KCN, aforando a un litro
con agua destilada-desionizada. Se ajustael pH
con HCL concentrado, o en su caso, con NaOH 2,5
M.

Preparaciéon de la resma (modificacién del
CIHATA)
Hidratacion:
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1. Se pesan 50 g de la resina BioRex 70 y se
colocan en un frasco grande con una capacidad
aproximada de 1 litro. Se mezclan con 150 ml de
agua destilada.

2. 2.Se deja sedimentar la resina y se elimina el
exceso de agua.

Conversion:

Se afiaden 200 ml de NaOH 0,5 M al beaker que
contiene la resina libre de sobrenadante. Se mezcla
bien y se deja en reposo por 30 minutos. Se elimina
el sobrenadante. Se repite dos veces el mismo
procedimiento. Se lee el pH del ultimo sobrenadante.
Si no es mayor de 9, se sigue resuspendiendo la
resina con el NaOH hasta obtener dicho pH. Se
elimina el sobrenadante.

Equilibrio:

1. Se prepara un sistema de filtracién por succion
formado por un embudo, de papel de filtro
apropiado y un frasco adaptable a una trompa
de vacio.

2. Sepasalaresinaal embudoy se reparte bien en
la porcién inferior del mismo. Se lava con
abundante agua destilada (varios galones) hasta
gue se obtenga en el filtrado un pH menor de 9.
Si ésto no se lograra en el dia, se resuspende la
resina en 200 ml de agua y se deja en
refrigeracion toda la noche. Al dia siguiente, se
repite lo anterior cuanto sea necesario hasta
obtener un pH menor de 9. Si no se posee el
sistema de lavado por filtracion, lo anterior
puede ejecutarse lavando la resina en un beaker
con agua, eliminando los sobrenadantes, y asi
repetidamente hasta lograr el pH indicado.

3. Alaresina libre de sobrenadante, se le afladen
100 ml de &cido acético 0,05 M. Se mezcla bien
por 30 minutos en un agitador mecanico y
posteriormente se lee el pH.

4. Se coloca la resina otra vez en el sistema
filtracion-succion y se lava cuantas veces sea
necesario con agua destilada hasta obtener un
pH aproximadamente de 5. Se elimina el
sobrenadante (filtrado) cuando se llegue a ello.

5. Enun beaker, se equilibra la “papilla” de resina
con el uso del tampén de fosfatos de pH. En
cada adicion de 200 ml del tampodn se
resuspende bien la resmay dejarla sedimentar.
Se decanta o aspira el sobrenadante en cada
turno. Debera obtenerse, al final del equilibrio
deseado, el pH de 6,79 tanto en el
sobrenadante como en la suspensién de la
resma. Asi logrados estos propoésitos, la re-



sina se guardara bajo refrigeracién con el
tampo6n de pH 6,79 en una relacion de vola-
menes 1:1.

Preparacion de las columnas:

Con pipetas Pasteur (a las cuales seles ha colocado
un pequefio tapdn de lana de vidrio en la parte inferior
de su didmetro mayor) se prepara, con la suspension
de la resina, una columna de 2,5 cm para la
microcromatografia, con la precaucion de que unos
pocos mililitros del tampdén de pH 6,79 sobrenaden
sobre la columna empacada. De inmediato se obtura
el extremo inferior de la pipeta con una pequefia
cantidad de plasticina y el superior con “parafilm”. Si
se desea, pueden utilizarse columnas desechables de

los que se utilizan en RIA para T3y T4(7-9 cm de alto
por 0.8-1.3 de ancho en la espiga), tal y como se
indica en el esquema siguiente:

rosca o tapon superior

tampén (2,5 ml) de pH 6.79

2,5 cm de columna -resina

L ]

tapén
inferior

tapon (disco de polietileno
poroso en las columnas plas-

ticas comerciales, o lana
de vidrio en las pipetas Pas-
teur)

Preparacion del hemolizado (modificacién del

CIHATA)

1. Se colocan 0,4 ml del reactivo hemolizante.

2. Se adiciona 0,020 ml de sangre total obtenida
con EDTA.

3. Se mezcla bien por rotacién o en un vortex y se
deja en reposo por 10 minutos antes de usarse.

Método
1. Se coloca la columna para microcromatografia

(pipeta Pasteur, columnas desechables de RIA,
etc.) en una gradilla.

2. Es necesario tener a mano un tubo pequefio y
uno grande para cada muestra: el primero debe
tener una marca a los 3 mly el segundo una a
los 15 ml.

3. Seremueve el “parafilm” de la pipeta Pasteur o
la tapa superior de la columna descartable y se
resuspende muy bien el contenido de la columna
usando una pipeta Pasteur y bulbo de hule. Se
remueve el tapén inferior inmediatamente y se
deja drenar el tampon en el tubo grande (16 x
100 mm). A los pocos minutos el sobrenadante
se habra eluido completamente y se desecha.

4. Se almea la columna sobre el tubo pequefio (12
X 75 mm) marcado a 3 ml.

5. Se coloca cuidadosamente 0,1 ml del hemo-
lizado en el extremo superior de la columna de
resina, evitandose su resuspension.

6. Después de que se entrapa la muestra en la
resina (pocos segundos), se aplican 2,5 ml de
tamp6n de pH 6.79.

7. Después de que se completa la elucion de la
fraccion rapida (HbAq) (tiempo aproximado de
25-30 minutos), se lleva el tubo a un volumen
final de 3 ml con agua destilada.

8. Se prepara un patron de 100 por ciento de Hbde
la siguiente manera: se coloca 0,1 ml del
hemolizado en un tubo aforado de 15 ml y se
afora con agua destilada-desionizada. Se
mezcla bien por inversion. Se lee el contenidode
ambos tubos (HbA, y patrén) a 415 nm contra un
blanco de agua destilada.

Caélculos:

D.O. HbA,
%deHbA; = x 100

5 (D.O. del patron)

Es importante que cada laboratorio obtenga sus
propios valores normales o de referencia.

Debido a que la temperatura es crucial, se debe
tomar la misma en las condiciones de la prueba
(termémetro introducido en el tampén que se utiliza
para eluir la HbAy 0 en el agua para preparar el patron
de 100%). Se adjunta a este trabajo las Tablas de
Conversién de Temperatura, para calcular valores
reales de HbA;.

Consideraciones analiticas en torno a los

procedimientos microcromatogréaficos para HbAxc

(HbA1)

a. Las muestras de sangre pueden recogerse con
cualquier anticoagulante, salvo heparina, la cual
produce valores falsamente elevados.
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ch.
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Se recomienda el uso de sangre fresca; de otra
forma, se obtienen resultados satisfactorios sila
misma se deja (como sangre total-EDTA) hasta
por cinco dias en refrigeracion (2-6°C). Luego de
24 horas a temperatura ambiente, la sangre en
estudio mostrara valores falsamente elevados.
Lo contrario ocurre si se deja la sangre mas alla
de 5 dias en refrigeracion.

Para optimos resultados, las muestras y todos
los reactivos deben equilibrarse a 22° C antes de
realizar la cromatografia. Sin embargo, el
procedimiento puede efectuarse entre 18 y 30°
C, siempre y cuando el valor encontrado se
corrija a fin de obtenerse el valor real. La
correccion que se haga permitira demostrar que
los valores se elevan falsamente al aumentar la
temperatura y que disminuyen por el efecto
contrario.

Esesencial la lisis total de los eritrocitos. Si es
incompleta se producirdn valores falsamente
elevados.

Como La HbF no se une alaresma (al menos a
las de intercambio cationico), sera coeluida con
la HbAi1, por lo que se obtendra valores
falsamente elevados. Un conocimiento exacto de
los niveles de HbF (por el método de Betke,
inmunodifusion o RIA) podréa permitir interpretar
en buena forma los resultados de la HbAyen un
paciente determinado.

Las Hbs S y C se unen mas fuertemente a la
resina de lo que lo hace la HbAqa Por lo tanto, si
aquellas se hallan glicosiladas, el resultado de la
HbAisera menor de lo real. La presencia de las
infrecuentes hemoglobinas rapidas tipo N, I, J, H
y Bart produciran, por lo contrario, valores
falsamente elevados (se coeluyen con la HbAy).
En pacientes con anemia hemolitica, el por-
centaje de la HbA: sera menor de lo esperado
(tanto en diabéticos como no diabéticos), pues
interfiere el parametro derivado de la sobrevida
disminuida de los eritrocitos en cuestion. Esta
lamentable interferencia se ha pretendido usar
para el seguimiento del paciente con anemia
hemolitica (14).

Es deseable contar siempre con un hemolizado
control (normal, alto) para HbAi.. En el comercio
pueden obtenerse algunos de ellos. Nosotros
hemos logrado una buena estabilidad (8 dias a
4°C) preparando un hemolizado de sangre
fresca (9-12 g/dl) con el uso de los mismos
reactivos que se utilizan en la prueba (saponina,
KCN y azida).

h. Pacientes con falla renal crénica, con o sin
tratamiento con hemodidlisis, exhiben niveles
incrementados de HbAic (HbA) por cro-
matografia, por lo que se ha llamado la atencion
sobre el seguimiento del control de la glicemia
en pacientes diabéticos con una marcada
reduccién de la funcion renal (7). Otros autores
(6) han sugerido que los valores de la HbA;se
reporten en g/dl en vez de porcentaje, con lo
cual, entre otras consideraciones, los valores de
Hb glicosilada no mostrarian los niveles
incrementados que se reportan en la
enfermedad renal crénica.

i. Para obviar la codeterminacién de la forma
inestable de la HbA; (la aldimina o base Schiff),
la cual aumenta durante fluctuaciones agudas de
la glicemia, se ha sugerido incubar previamente
los eritrocitos con solucién salina isoténica, para
asi luego obtener valores exactos y reales de la
HbA; (17).

Ill.  Método colorimétrico modificado de
Fluckiger y Winterhalter (4)

Este procedimiento mide todas las hexosas unidasa
la Hb. El desarrollo del método incluye la hidroélisis
parcial de las hexosas unidas a la Hb con &cido
oxalico con la formacién de 5 -hidroxi-metilfurfural (5-
HMF), el cual luego se hace reaccionar con acido
tiobarbiturico para formar un producto coloreado con
un pico de absorbancia caracteristico a 443 nm. El
método que aqui se preconiza no utiliza curva de
calibracion, siendo por lo tanto una modificacion del
original (4) y de otros semejantes (15, 16, 24).

Reactivos

- Acido oxdlico (AO) 0,5 M, preparado en agua
desionizada: se disuelven 6,3 g de AO en agua y
se diluye a 100 ml.

- Acido tiobarbitdrico (ATB = a A2-TB) 0,05 M: se
disuelven 0,810 g de ATB en 100 ml de agua
desionizada. La disoluciéon se realiza a una
temperatura aproximada a los 40°C con agitacion
magnética. Se ajusta el pH a 6,0 +0,1 con NaOH
5 M. Se deja enfriar y se mantiene al menos 12

horas a 4°C antes de utilizarlos. Se emplea el
sobrenadante. El reactivo es estable a 4°C

durante 15 dias. La aparicion de un color amarillo
indicara su alteracion.

- Acido tricloroacético (ATC) 40%: se disuelven 40
g de ATC hasta 100 ml con agua desionizada.



Método

1. Conelusode tubos contapa de rosca 15 x 125
mm, se afiade 1 ml de &cido oxalicoal 0,5M a 2
ml de hemolizado de prueba al 10 por ciento (10
g/dl). Se calienta a reflujo durante 1 hora a
100°C (agua hirviente), dejandose tapados los
tubos. Se enfria posteriormente a temperatura
ambiente.

2. Se toma 2 ml del sobrenadante anterior y se
mezclan con 0,5 ml de ATB. Se incuba a 40°C
por espacio de 40 minutos.

3. Se efectta la lectura de la A de prueba contra
agua a 443 nm, utilizandose cubetas cuadradas
de 1 cm de seccidn.

Célculos:

A prueba
% de HbA, =

0,029

Comentarios sobre el método:

a. Esimperativala concentracién del hemolizado de
prueba (10 g/dl).

b. La preparacion del hemolizado se hara de
acuerdo con la técnica convencional de eli-
minacion previa del plasma, lavado de los
eritrocitos tres veces con salina, hemdlisis en
agua destilada y posterior adicion de CCLa.

c. Laespecificidad de la reaccion entre el 5 - HMFy
el cido tiobarbiturico no esta bien definida.

ch. En vista de que ninguna reaccién de la marcha
analitica es estequiométrica, las condiciones del
analisis deben ser cuidadosamente
estandarizadas. Por este motivo, se ha sugerido
el uso de un estandar interno en la metodologia.
La fructuosa (1 mmol/1; Baker Chimical Cp.,
Phillips Surg, N.l.) parece ser un adecuado
estandar interno para ambas fases del analisis
(15). El 5HMF (100 umol/1, Sigma, St. Louis)
sirve también como estandar interno para la
reaccién con el ATB (15).

d. Los hemolizados se pueden guardar varias
semanas a 0°C sin que la determinacion de HbAx
con este procedimiento pierda valor analitico.

e. Este método mide solamente hexosas ligadas
como cetoaminas, no asi las ligadas como base
de Schiff (forma labil intermedia de la
HbAL). Asi, la HbAL por este método no es
sensible a cambios en la cantidad de

aldimina (base de Shiff) d ebida a fluctuaciones de
la glucosa plasmatica, en contraste con los
métodos cromatograficos y electroforéticos (7).
Por esta razén, el ensayo colorimétrico puede ser
un mejor indicador del control glucémico de largo
plazo (16 a 10 semanas), respecto de lo que
miden aquellos procedimientos cuando existen
grandes y recientes fluctuaciones de los niveles
de glucosa sanguinea.

f.  Como ocurre con el RIA y el isoelectroenfoque -
pero no con los cromatogréaficos-, en el método
colorimétrico no hay interferencia por valores
elevados de HbF. Por otra parte, el método
colorimétrico detecta a las Hbs glicosiladas Sy C,
como también otras anormales que se hallen
glicosiladas.

g. Algunos autores (15) recomiendan en cada
ensayo el analisis de un blanco de hemolizado,
en el cual el ATB es omitido. Ellos han
encontrado que la cantidad de color generado en
el blanco es independiente del hemolizado
cuando su concentracion se ajusta estrictamente
y se respetan los tiempos de la hidrdlisis inicial.
Estas Ultimas consideraciones analiticas son
especialmente vélidas para el procedimiento
colorimétrico que utiliza autoclave a 124 + 1°Cy
una presion de 124 + 3 KPa (15).

h. En los procedimientos que utilizan fructosa o 5-
HMF, para la curva de calibracion, los valores se
reportan en nmol o en ug de RMF formado en la
reaccion final.

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se aprecian los valores obtenidos por
HbA:con los tres métodos objeto de comparacion. Es
observable la buena correlacion entre ellos, en
especial entre los dos microcromatograficos (Cuadro
3). En los cuadros 4 y 5 se indican los valores de
HbA: en diabéticos sin 'y bajo control,
respectivamente, destacandose la buena correlacion
de los tres procedimientos. De los resultados que se
indican en el Cuadro 6 se destaca la interferencia
positiva que ocasionan los valores elevados de la Hb
F en los métodos microcromatograficos, no asi con el
colorimétrico.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
La medicién de las hemoglobinas glicosiladas es muy
atii en el manejo de la diabetes mellitus, al

constituirse en un indice objetivo de los niveles
de la glucemia durante las 6 a 10semanas
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CUADRO 2

VALORES DE HbA, (%) EN 80 INDIVIDUOS
APARENTEMENTE NORMALES

METODO X) D.S. AMPLITUD

HELENA* 6.57 0.89 4,79-8,35
CIHATA* 6.51 0.85 4,81-8,21
Colorimétrico 6.67 0.79 5,09-8,25

* Microcromatografia

CUADRO 3

CORRELACION ENTRE LOS DISTINTOS
METODOS (HbA,)

HELENA
r=0.73
p<0.05

CIHATA
r=0.62
[ p<0.05

r=0.57
p<0.05

Colorimétrica

previas a su determinacion, toda vez que su sintesis
ocurre lenta pero continuamente en el eritrocito a
través de sus 120 dias de sobrevida. La formacién de
las hemoglobinas glicosiladas ha permitido
documentar de manera mas precisa, un modelo de
reaccion no enzimatico, post-sintético de modificacion
estructural de las proteinas que en ciertas
condiciones han explicado algunas de las secuelas
de la diabetes. Se ha encontrado que la afinidad por
el oxigeno de la sangre de pacientes diabéticos es
anormal debido a la glicosilacién de la Hb, a la
existencia de niveles anormalmente elevados de 2,3
DPG y a la disminucion de los niveles de fésforos
inorganico (23). En el caso de otras proteinas
(fibrin6geno, albumina, cristalino, plaquetas, etc.) la
glicosilacion no enzimética es un fendmeno cada vez
mas conocido, capaz de modificar en algunos casos,
la funcién de las mismas (28). Se ha desarrollado una
importante variedad de métodos para su
cuantificacion (sea como HbAC, o como Hb glicosi
lada total - HbAz).
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CUADRO 4

VALORES DE HbA, (%)
EN 14 DIABETICOS SIN CONTROL

METODO X D.S.

HELENA 13,12 1.30

CIHATA 12,56 1.83

Colorimétrico 11,80 1.58
CUADRO 5§

VALORES DE HbA, (%)
EN 5 DIABETICOS BAJO CONTROL

METODO X D.S.

HELENA 7.76 1.16

CIHATA 7.82 0.86

Colorimétrico 7.46 0.86
CUADRO 6

VALORES DE HbA, (%)
EN 5 PACIENTES CON /B-TAL
(F-TALASEMIA)(HbF ENTRE 5 y 11%)

METODO X D.S.
HELENA 12.6 2.92
CIHATA 11.82 2.71
Colorimétrico 6.72 0.71

Varios de esos métodos son adecuados para su uso
en el laboratorio clinico y cada uno de ellos tiene
ventajas y desventajas sobre los otros. Los mas

conocidos son los microcromato gréaficos, y existen en
el mercado juegos de reactivos para tal fin. En esta

comunicacién se han comparado tres procedimientos;
dos cromatograficos y uno colorimétrico. Uno de los
cromatogréficos es el recomendado por Helena Labo-



ratories y el otro el desarrollado en el CIHATA,
basado en el uso de pipetas Pasteur, resma BioRex
70 y un separador cromatografico para la HbAw El
coeficiente  de  correlacion entre  ambos
procedimientos fue 0.73, en tanto que el de esos
métodos con el colorimétrico fue 0.62 y 0.57,
respectivamente.

Sin embargo, la prueba de t de Student demostré que
no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los métodos (p<0.05), por lo que los
procedimientos pueden ser intercambiables para los
efectos de valorar, en un determinado paciente, su
control glucémico. Consideramos que los métodos
que preconizamos aqui pueden perfectamente
establecerse de rutina en nuestros laboratorios. La no
existencia de diferencias entre la microcromatografia
y el método colorimétrico, nos permite también
recomendar este Ultimo para uso rutinario. Con
cualesquiera de los métodos consignados es
indispensable una cuidadosa estandarizacion de las
condiciones en que se realizan las determinaciones 'y
es esencial el empleo de procedimientos de control
de calidad. Para los métodos cromatogréaficos es
indispensable conocer el fenotipo hemoglobinico del
paciente, dadas las interferencias positivas y
negativas que se originan por la presencia de la HbF
y de Hbs rapidas, y de Hbs lentas (S,C),
respectivamente.

ABSTRACT

This paper brings up a discussion on different aspects
of the chemical heterogereity of the hemoglobin
molecule, specially those related to the glycosylated
hemoglobins. The importance of these derivatives in
the study of the diabetic patient, led the authors to
carry out a comparative study of three procedures
which have been devised to quantify them, in order to
determine, in such a way, which is the best as a
routine procedure. The study was based upon two
analytical methods of ion exchange chromatography:
that recommended by Helena Laboratories, from
Texas, USA and other in which th e ion exchanger was
prepared in our laboratories. These methods were
com pared with each other and with a colorimetric
procedure based on the production of 5-
hydroxymethylfurfural from the glycosylated derivative
of hemoglobin and its reaction with thiobarbituric acid
to give a derivative of certain spectrophotometric
characteristics.

The authors present the results of these studies,
along with their final recommendation about the
choice of the method which according with their

knowledge, could be the best as a routine procedure
to quantify the glycosylated hemoglobins.
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ESQUEMA DE CONVERSION DE TEMPERATURA PARA

HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS

Observed Assay Temperature (C°)

G-Hb% 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2 28 29 30
40 56 52 49 486 43 4.0 3.7 35, 33 3.1 28 2.7 25
4.1 57 53 50 4.7 44 4.1 38 36 3.4 3.1 29 2.7 26
42 58 55 5.1 4.8 45 4.2 39 37 35 3.2 3.0 2.8 26
43 6.0 56 5.2 49 4.6 4.3 4.0 38 35 33 3.1 2.9 2.7
4.4 6.1 5.7 5.3 5.0 47 44 4.1 39 36 3.4 32 3.0 28
45 6.2 58 5.4 51 48 45 42 40 37 35 33 3.1 2.9
46 6.3 59 56 52 49 48 43 4.1 3.8 38 34 3.2 3.0
47 6.4 6.0 57 53 5.0 47 44 4.2 38 3.7 35 3.2 3.0
48 6.6 62 58 54 5.1 48 4.5 43 4.0 38 35 3.3 3.1
49 67 6.3 59 55 5.2 4.9 4.6 4.3 4.1 39 36 3.4 3.2
50 6.8 6.4 8.0 5.6 5.3 50 47 4.4 4.2 39 3.7 3.5 33
5.1 6.9 85 6.1 58 54 5.1 48 45 43 40 38 3.6 3.4
52 70 66 62 59 55 52 49 46 4.4 41 39 3.7 3.5
53 7.1 8.7 6.3 6.0 5.6 5.3 5.0 47 45 42 4.0 3.7 3.5
5.4 73 6.8 6.4 6.1 5.7 5.4 5.1 48 4.5 43 4.1 38 3.6
55 74 7.0 66 6.2 58 55 52 49 46 4.4 4.1 39 3.7
56 75 71 6.7 6.3 59 56 53 5.0 47 45 4.2 40 38
57 76 72 68 6.4 60 57 54 5.1 48 46 43 4.1 38
58 7.7 73 6.9 6.5 6.1 58 55 52 49 4.7 44 42 3.9
5.9 78 74 7.0 66 6.2 59 56 53 50 4.7 45 42 4.0
60 80 75 7.1 8.7 6.3 6.0 5.7 5.4 51 48 46 43 41
6.1 8.1 78 72 68 6.5 6.1 58 5.5 52 49 4.7 44 42
6.2 8.2 78 7.3 69 6.6 62 59 5.6 53 5.0 47 45 4.3
6.3 8.3 79 74 7.0 6.7 63 €0 57 54 51 48 46 44
6.4 85 8.0 7.5 7.1 6.8 6.4 6.1 5.8 5.5 5.2 49 47 44
6.5 8.6 8.1 77 72 6.9 6.5 6.2 59 56 5.3 5.0 48 4.5
66 87 82 78 74 70 66 63 59 56 54 5.1 48 48
67 88 83 79 75 7.1 8.7 64 8.0 5.7 54 52 49 47
68 89 84 8.0 76 72 6.8 6.5 6.1 5.8 55 53 50 4.8
69 91 86 81 77 73 6.9 66 6.2 59 56 53 5.1 48
70 9.2 87 82 78 7.4 7.0 6.7 6.3 6.0 5.7 5.4 5.2 4.9
71 93 88 83 79 7.5 7.1 67 6.4 6.1 5.8 55 53 5.0
72 94 89 84 8.0 75 72 68 6.5 6.2 59 56 53 51
73 95 90 85 8.1 7.7 73 69 6.6 8.3 6.0 57 54 52
74 98 9.1 87 82 78 74 70 6.7 6.4 6.1 58 55 53
15 9.8 9.2 88 83 79 75 7.1 6.8 85 6.2 59 56 53
78 99 94 89 84 8.0 76 72 6.9 686 6.2 6.0 5.7 54
7.7 10.0 95 90 85 8.1 77 7.3 7.0 66 6.3 6.0 58 55
7.8 101 96 91 86 8.2 78 74 7.2 67 6.4 6.1 58 56
79 10.2 97 92 87 8.3 79 7.5 7.2 68 65 6.2 59 57
80 10.4 98 9.3 8.9 84 80 76 73 69 6.6 63 6.0 5.7
8.1 10.5 9.9 94 9.0 85 8.1 7.7 7.4 7.0 87 6.4 6.1 58
82 10.6 10.0 95 9.1 86 8.2 78 7.4 71 6.8 6.5 62 5.9
83 10.7 10.2 97 9.2 8.7 83 79 7.5 7.2 6.9 6.6 6.3 6.0
8.4 10.8 103 98 93 88 8.4 80 7.6 73 70 6.6 6.3 6.1
85 1.0 10.4 99 94 89 85 8.1 7.7 7.4 7.0 67 6.4 6.1
86 1.1 10.5 100 9.5 9.0 86 82 78 75 71 6.8 6.5 8.2
87 1.2 10.6 10.1 96 9.1 8.7 83 7.9 7.6 7.2 69 66 6.3
88 11.3 10.7 10.2 9.7 9.2 88 8.4 80 7.7 7.3 7.0 6.7 6.4
89 114 10.9 10.3 9.8 9.3 8.9 85 8.1 7.7 7.4 7.1 68 6.5
90 116 11.0 10.4 99 94 90 886 82 78 7.5 7.2 69 6.6
9.1 1.7 AARI 10.5 10.0 96 9.1 87 8.3 79 7.6 7.2 69 6.6
9.2 11.8 11.2 10.6 10.1 97 9.2 8.8 8.4 80 7.7 73 7.0 6.7
93 11.9 1.3 10.8 10.2 9.8 9.3 89 8.5 8.1 7.8 7.4 71 638
94 12.0 1.4 10.9 10.3 9.9 9.4 9.0 8.6 8.2 7.8 7.5 7.2 6.9
95 121 1.5 11.0 10.5 10.0 95 9.1 8.7 8.3 79 76 7.3 7
96 12.3 1.7 11.1 106 10.1 96 92 88 8.4 80 7.7 74 7.0
97 124 11.8 1.2 10.7 10.2 9.7 93 89 8.5 8.1 78 74 71
98 125 19 1.3 10.8 10.3 9.8 9.4 9.0 86 8.2 78 75 7.2
99 126 12.0 11.4 10.9 10.4 9.9 95 9.0 8.7 83 79 76 73
10.0 127 12.1 1.5 11.0 10,5 100 956 91 87 8.4 8.0 7.7 7.4
10.1 12.9 12.2 116 11 106 109 97 82 88 85 81 7.8 7.5
10.2 13.0 12.3 118 12 10.7 102 98 93 88 86 82 7.9 75
103 130 12.5 19 13 108 103 98 94 90 86 83 7.9 76
104 13.2 12.6 12.0 11.4 10.9 10.4 9.9 95 9.1 8.7 8.4 8.0 7.7
10.5 13.3 127 12.1 1.5 1.0 10.5 10.0 96 9.2 88 85 8.1 78
10.6 135 128 122 1.6 111 106 10.1 97 93 89 85 82 79
107 136 12.9 123 11.7 1.2 107 10.2 9.8 94 9.0 86 83 79
108 13.7 130 124 11.8 11.3 108 103 399 9.5 91 87 84 8.0
109 13.8 13, 125 11.9 11.4 109 10.4 10.0 95 92 88 84 8.1
11.0 13.9 133 126 12.1 11.5 1.0 105 10.1 9.7 9.3 8.9 85 8.2
1.1 14.1 13.4 12.7 12.2 1.6 1.1 10.6 10.2 97 9.3 9.0 86 8.3
1.2 142 13.5 129 12.3 17 1.2 107 10.3 958 9.4 9.1 8.7 8.4
1.3 143 13,6 13.0 12.4 11.8 1.3 10.8 10.4 99 95 9.1 8.8 8.4
114 144 137 131 125 11.8 14 109 105 100 9.6 92 8.9 85
1ns 145 13.8 13.2 12.6 12.0 15 11.0 10.6 10.1 97 9.3 89 86
116 146 13.8 133 12.7 12.1 11.6 1.1 10.6 10.2 9.8 9.4 9.0 8.7
1.7 148 14.1 134 12.8 12.2 1.7 11.2 10.7 10.3 99 9.5 9.1 88
118 149 14.2 13.5 12.9 123 118 11.3 10.8 104 10.0 96 9.2 88
119 150 14.3 136 130 124 19 114 109 105 101 97 93 89
12.0 151 14.4 137 13.1 12.5 12.0 1.5 1.0 10.6 10 1 97 9.4 9.0
12.1 15.2 145 13.9 13.2 12.6 12.1 116 1.1 107 10.2 9.8 95 9.1
12.2 15.4 14.6 140 133 12.8 122 117 1.2 10.8 10.3 99 9.5 9.2
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40

Observed Assay Temperature (C°)
G-Hb% 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
12.3 15.5 14.8 14.1 13.4 129 12.3 118 113 10.8 10.4 10.0 9.6 83
124 156 149 14.2 136 13.0 124 118 11.4 10.9 10.5 10.1 97 33
125 15.7 15.0 14.3 13.7 133 12.5 119 115 1.0 10.6 10.2 9.8 8.4
126 158 15.1 144 138 132 126 121 116 111 10.7 10.3 9.9 3.5
127 160 152 145 139 133 12.7 122 117 11.2 10.8 10.3 10.0 9.6
12.8 16.1 15.3 146 14.0 134 12.8 123 118 1.3 109 10.4 10.0 9.7
12.9 16.2 154 14.7 14.1 135 129 12.4 119 11.4 10.9 105 10.1 9.7
13.0 16.3 15.6 148 142 136 13.0 12.5 12.0 1.5 1.0 10.6 10.2 98
131 164 157 150 14.3 13.7. 13.1 126 12.1 1.6 11.1 107 103 99
132 16.6 153 151 144 138 132127 12.1 11.7 1.2 108 104 10.0
133 16.7 16.0 152 145 139 133 128 122 118 11.3 109 105 10.1
13.4 16.8 16.1 15,3 146 140 134 12.9 123 _ 118 11.4 11.0 105 10.2
169 16.1 154 147 _ has 135 130 12.4 11.9 15 11.0 106 10.2
17.0 162 155 148 142 136 130 125 120 16 11 107 10.3
171 164___ 156 149 143 137 131 12.6 12.1 17 1.2 10.8 10.4
17.3 165 157 150 144 138 127 12.2 1.7 13 109 10.5
174 16 5 15.8 152 145 128 123 118 114 110 106
| 175 167 B 146 129 124 119 11.5 110 106
176 16.8 13.0 125 12.0 116 1.1 10.7
77 169 162 __ 136131 126 12,1 1.6 11.2 10.8
178 7.0 132 12.7 12.2 1.7 113 10.9
18.0 172 133 12.3 1.8 114 1.0
173 124 1.3 115 AR
12.5 12.0 115 AR
_ 125 121 1.6 112
126 122 17 1.3
YK 143 132 12.7 122 1.8 114
] 15.0 144 13.8 13.3 12.8 123 19 1.5
164 157 151 14.5 13.9 13.4 12.9 12.4 12.0 11.5
16.5 159 15.2 14,6 140 13.5 130 125 12.1 16
16.7 16.0 153 147 14.1 136 13.1 12.6 121 11.7
16.8 16.1 154 148 14.2 137 13.2 12.7 12.2 11.8
16.9 16.2 155 149 143 138 132 128 123 118
. B 7 17.0 163 156 15.0 14.4 13.9 13.3 128 124 11.9
15.7 19.5 187 178 171 16.4 15.7 15.1 14.5 139 13.4 129 12.5 12.0
15.8 19.6 18.8 179 17.2 16.5 158 15.2 14.6 14.0 13.5 130 126 12.1
159 198 189 18.1 17.3 16.6 15.9 15.3 147 14.1 13.6 13.1 12.6 122
16.0 19.9 19.0 18.2 17.4 16.7 16.0 15.4 14.8 14.2 13.7 132 12.7 12.3
16.1 200 19.1 183 17.5 16.8 16.1 15.5 149 14.3 138 13.3 12.8 124
16.2 20.1 182 184 176 16.9 16.2 15.6 15.0 144 139 13.4 129 12.4
16.3 202 193 18.5 7.7 170 16.3 15.7. 151 145 14.0 13.5 13.0 125
164 204 195 186 178 17.1 16.4 15.8 152 14.6 140 13.5 13.1 12.6
16.5 205 196 187 179 17.2 16.5 159 15.2 14.7 141 13.6 13.1 127
166 206 19.7 18.8 18.0 173 16.6 16.0 153 14.8 14.2 137 13.2 12.8
16.7 207 19.8 18.9 18.1 17.4 16.7 16.1 154 149 14.3 138 133 12.8
168 208 199 19.1 18.3 175 168 16.1 15.5 150 14.4 13.8 134 129
169 1 209 200 19.2 18 4 176 16.9 16 2 156 150 145 14.0 135 130
17.0 211 20.1 193 18.5 177 17.0 16.3 15.7 15.1 14.6 141 13.6 13.1
AN 21.2 203 19.4 18.6 178 171164 15.8 15.2 14.7 14.1 136 132
72 213 20.4 19.5 18.7 17.9 17.2 16.5 15.9 15.3 14.8 14.2 13.7 133
17.3 214 205 19.6 18.8 18.0 173 16.6 16.0 154 14.8 143 138 13.3
174 216 206 197 189 8.1 17.4 18.7 16.1 15.5 149 14.4 139 134
17, 21.7 20.7 19.8 19.0 182 175 16.8 16.2 156 15.0 14.5 14.0 135
178 218 208 183 191 18.3 176 169 16.3 15.7 159 14.6 141 3.6
17.7 218 209 20.0 19.2 18.4 17.7 17.0 16.4 15.8 15.2 14.7 14.1 13.7
178 22.0 211 202 193 18.5 17.8 171 16.5 159 15.3 14.7 14.2 13.7
179 221 21.2 20.3 19.4 18.6 178 17.2 16.6 16.0 15.4 14.8 143 13.8
18.0 223 213 204 19.5 18.7 18.0 173 16.7 16.0 155 149 144 13.9
181 224 214 205 19.6 18.8 181 174 16.8 16.1 15.6, 15.0 145 140
182 225 215 206 197 19.0 182 17.5 16.8 16.2 15.6 15.1 14.6 141
18.3 226 21.6 20.7 19.9 191 183 17.6 16.9 16.3 157 15.2 147 14.2
18.4 22.7 217 208 20.0 19.2 18.4 17.7 17.0 16.4 15.8 15.3 147 14.2_
18.5 229 219 209 20.1 193 185 17.8 17.1 16.5 158 15.3 148 143
186} 230 220 210 202 194 18.6 17.8 17.2 16.6 16.0 154 149 144
187 23.1 221 21.2 203 19.5 18.7 18.0 17.3 16.7 16.1 15.5 15.0 145
188 232 222 213 204 19.6 18.8 18.1 17.4 16.8 16.2 156 15.1 146
18.9 23.3 22.3 214 20.5 19.7 18.9 18.2 17.5 16.9 16.3 15.7 . 15.2 14.6
19.0 23.5 224 215 20.6 198 19.0 18.3 176 17.0 16.4 15.8 15.2 14.7
19.1 236 22.6 216 20.7 19.9 19.1 18.4 17.7 17.0 16.4 15.9 153 148
192 237 227 21.7 208 200 19.2 18.5 17.8 17.1 16.5 16.0 154 149
193 238 228 218 20.9 20.1 19.3 18.6 17.9 17.2 16.6 16.0 155 15.0
19.4 239 229 219 21.0 202 194 18.7 18.0 17.3 16.7 16.1 15.6 15.1
195 241 230 220 211 203 19.5 18.8 18.1 17.4 16.8 16.2 15.7 15.1
196 242 231 222 212 204 196 18.9 182 17.5 16.9 16.3 15.7 15.2
19.7 24.3 232 223 21.3 205 19.7 19.0 18.3 17.6 17.0 16.4 15.8 153
198 | 244 23.4 224 215 206 19.8 191 18.4 17.7 17.1 16.5 159 15.4
199 245 235 225 2186 207 19.9 192 18.4 178 17.2 16.6 16.0 1556
20.0 246 238 226 217 208 200 19.2 18.5 17.9 172 16.6. 16.1 15.5




