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RESUMEN

Se realiz6 un estudio observacional transversal, descriptivo, utilizando
estadistica no paramétrica con el objetivo principal de comparar los tres métodos
comerciales para determinacién de HbAlc que cuenta el Laboratorio de Andlisis
Clinicos de Hospital Universitario de Puebla (HUP), utilizando una muestra de
200 pacientes voluntarios que acudieron al laboratorio, en el periodo de
septiembre-octubre del 2018. Los pacientes voluntarios debieron cumplir en su
solicitud la determinacion de HbAlc, ademas de sus estudios adicionales como
glucosa sérica en ayunas, perfil de lipidos (colesterol total, triglicéridos, HDL,
LDL, VLDL). Utilizando este criterio de seleccion, se continué reforzando el
estudio con datos extras de los pacientes como: peso, talla, IMC y edad. Los
métodos utilizados en la fase analitica para la comparacién de métodos fueron:
determinacion de HbAlc por el método espectrofotométrico de la casa comercial
Siemens equipo Advia 1800, método cromatografico de la casa comercial Bio
Rad equipo D-10 y método electroforético de la casa comercial Sebia equipo
Capillarys 2 flex-piercing. Para la determinacion de glucosa en ayunas y perfil de
lipidos se utilizé el método espectrofotométrico de la casa comercial Siemens

equipo advial800.

Los datos fueron comparados por U de Mann-Withney en las variables continuas
y por X? o prueba exacta de Fisher en variables categoricas. Los métodos fueron
comparados por una prueba de Friedman, y comparaciones bivariadas por

pares.

Las comparaciones de HbAlc por los tres métodos fueron estadisticamente
diferentes entre cada uno. Al evaluar la interaccion del estado de nutricién y la
dislipidemia mixta, se observaron cambios en los valores de HbAlc en todos los
meétodos, sugiriendo que el IMC y las alteraciones de los triglicéridos y el

colesterol influyen en la glucemia de los pacientes.
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[. INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son un reto que enfrenta el
sistema de salud, y algunos factores que las afectan son: el gran nimero de casos
afectados, su creciente contribucién a la mortalidad, la complejidad y costo elevado
de tratamientos. Su emergencia como problema de salud publica es el resultado de
cambios sociales y econdmicos que modifican el estilo de vida de un gran porcentaje
de la poblacién. Las ECNT (diabetes, enfermedades cardiovasculares y enfermedad
vascular cerebral) pueden modificarse con acciones que cambien el curso clinico
de las condiciones que determinan su incidencia, entre ellas el sobrepeso y la
obesidad, las concentraciones anormales de los lipidos sanguineos, la hipertension
arterial, el tabaquismo, el sedentarismo, la dieta inadecuada y el sindrome
metabolico. Esta caracteristica introduce oportunidades para la prevencion y el

desarrollo de herramientas prondsticas M.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula que el nimero de personas con
diabetes mellitus tipo 2 en el mundo es de 171 millones y pronostica que aumentara
a 366 millones en el afio 2030 [@. En México la diabetes se postula como la primera
causa de muerte es una enfermedad que no distingue sexo, raza, edad ni posicion

socioecondémica, que genera costos excesivos a nivel mundial 121,

La terapia para la diabetes se basa en el mantenimiento a largo plazo de la glucemia
lo mas parecida a la de un paciente normal. Se sabe que la glucosa en ayunas es
un estudio que indica el estado del paciente en horas previas, pero no puede ser
una prueba de valor ya que no refleja el verdadero estado de la regulacién de la
glucemia por multiples causas como el ayuno, ¥ que suele tener variaciones
importantes a lo largo del dia en un mismo individuo (la curva de tolerancia oral a la
glucosa es costosa e incomoda para el paciente) Bl la administracion de
hipoglucemiantes orales o de insulina. Un indice especifico puede ser la medicién
de hemoglobina Alc ya que es proporcional al nivel de glucosa en sangre en un
periodo de 3 meses 4. Cuanto mas alto sea el nivel de HbAlc, mayor sera el riesgo
para el paciente de desarrollar complicaciones [, Diversos estudios
1



epidemioldgicos primarios con base poblacional y estudios clinicos y revisiones
sistematicas reportan que la HbAlc tiene un buen rendimiento para el diagnostico y
prediccion de diabetes mellitus tipo 2 con valores de sensibilidad y especificidad

superiores al 80%.

A partir del momento en que la HbAlc fue mejorando su desempefio analitico y se
difundié su conocimiento, rapidamente se convirtié en el “estandar de oro” para
evaluar la respuesta al tratamiento instalado y asi lo ha ratificado en los ultimos

anos.

Determinar con qué instrumento y con qué tipo de prueba medir la HbAlc es una
decision de suma responsabilidad por parte del laboratorio clinico, si se tiene en
cuenta que hay una gama de posibilidades que pueden modificar el resultado: la
tecnologia utilizada, el desempefio analitico, el impacto en la calidad analitica del
resultado y el costo de la prueba, es importante para tener pruebas confiables y

aplicables a los pacientes [©l.



II. JUSTIFICACION

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) la humanidad se
enfrenta a una grave epidemia de diabetes. El aumento exagerado de la diabetes
se relaciona con el crecimiento y el envejecimiento de la poblacion mundial, la
urbanizacion, y sobre todo con el incremento de la obesidad y la inactividad fisica,
y lo méas grave, que un numero importante de individuos tendran diabetes sin que

ésta se les haya diagnosticado.

La importancia de la hemoglobina HbAlc como marcador del control glucémico en
la diabetes mellitus cobr6é énfasis en los resultados del Estudio de Control y
Complicaciones de la Diabetes (DCCT) y su contribucion epidemiologica de la
Intervencion y Comunicaciones de la Diabetes (EDIC), asi como el Estudio
Prospectivo de Diabetes en el Reino Unido (UKPDS). Los resultados demostraron
que el control intensivo de la glucemia reduce significativamente el riesgo de
complicaciones microvasculares a largo plazo, tanto en la diabetes tipo 1 como

tipo2.

Es esencial que la HbAlc se mida con precision y exactitud tanto para realizar el
diagnostico de diabetes como para distinguir un control glucémico 6ptimo por lo
tanto, el profesional de laboratorio debe asegurar que un cambio en esta magnitud
constituya una modificacién clinica y no una variacion analitica del método

empleado.

La verificacién del cumplimiento de los estandares internacionales es importante
para que la prueba resulte en datos clinicos confiables, tanto para el diagndstico

como para el monitoreo de los pacientes.



[ll. OBJETIVO GENERAL

Comparar tres métodos comerciales (espectrofotométrico, electroforético y

cromatografico), para la determinacién de HbAlc en pacientes diabéticos:

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la concordancia analitica de tres métodos comerciales de HbAlc
(espectrofotométrico, electroforético y cromatogréfico), con trazabilidad al
método de referencia de la IFCC.

2. Examinar si el desempefio analitico de los tres métodos comerciales de
HbAlc se modifica al realizar la estratificaciéon por IMC, %grasa corporal,

dislipidemia mixta, perfil de lipidos o alteracion de la glucosa en ayunas.

3. Evaluar si existen asociaciones entre la hemoglobina glicosilada y el perfil de

lipidos, dislipidemia mixta y el indice TGL/HDL.



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 DIABETES MELLITUS
4.1.1 Definicién

La diabetes se define como un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas
por hiperglucemia, que se presenta como consecuencia de defectos en la secrecion
de insulina, de la accién de la insulina '], o de ambos, que a largo plazo con
disturbios en el metabolismo de los carbohidratos, grasas (lipidos) 1y proteinas, se
asocia con dafio, disfuncion o falla de varios 6rganos, especialmente los 0jos,

rifones, el sistema nervioso, el corazoén y los vasos sanguineos [,
4.1.2 Clasificacion
La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

1. Diabetes tipo 1 (causada por la destruccion de las células B autoinmunes,
gue suele provocar una deficiencia absoluta de insulina)

2. Diabetes tipo 2 (causada por una pérdida progresiva de la secrecién de
insulina por células B, con frecuencia superpuesta a una situacion basal de
resistencia a la insulina).

3. Diabetes mellitus gestacional (DMG) (diagnosticada durante el segundo o
tercer trimestre del embarazo que no fue diabetes claramente manifiesta
antes de la gestacion).

4. Otros tipos especificos de diabetes por otras causas, por ejemplo: sindromes
de diabetes monogénica (como diabetes neonatal, diabetes juvenil de inicio
en la madurez), enfermedades del pancreas exocrino (como la fibrosis
quistica) y diabetes inducida por farmacos o productos quimicos (como el
uso de glucocorticoides, en el tratamiento de VIH/sida o después de un
Transplante de érganos) 191,



4.1.3 Diabetes como problema de salud mundial, en México

En el mundo hay mas de 346 millones de personas con diabetes. Se estima que, en
2004, mas de 3.4 millones de personas murieron por causa de la enfermedad; la
cifra probablemente se duplicardq para el 2030. En México, la diabetes es ya el
padecimiento con tasa mas alta de mortalidad.

Un estudio preparado por investigadores del Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) con base de los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2006 11, indica que la prevalencia de diabetes tipo 2 fue de 14.4% en
personas de 20 afios 0 mas, lo que implica que en 2006 habia aproximadamente
8.9 millones de personas con diabetes. Ademas, se estima que entre el 30 y el 55%
de las personas con diabetes no se dan cuenta de que padecen la enfermedad

hasta que se le presentan complicaciones 13,
4.1.4 Atlas de Diabetes

El Atlas de la Diabetes de la FID es la fuente de evidencia sobre la carga de la
diabetes. Se producen estimaciones mundiales, regionales y nacionales para la
prevalencia de diabetes, tolerancia a la glucosa (IGT), diabetes no diagnosticada,
mortalidad, gasto en atencion médica, hiperglucemia en el embarazo y diabetes tipo

1 en nifios y adolescentes.

Se ha mejorado la metodologia para la 82 edicion del Atlas de la Diabetes de la FID.
La relacién de riesgo relativo de mortalidad se ha actualizado, el grupo de nifios y
adolescentes se ha ampliado a 0-19 afios, y las estimaciones de prevalencia de
diabetes entre el grupo de 18-99 afios se han calculado ademas de la del grupo de
edad 20-79 12,



North America Middle East
& Caribbean & North Africa Europe

ncrease \CTease increase
35% i 58mittion 16%

2017

mcrease

84%

increasa

156%

East Asia

B 183 mimion
mncrease
15%T

South & Central

America Africa 2045 159 mittion
629.’!‘,.}11:::1‘: 2017
Increasa
48%T Western
Pacific
WORLD
Diabetes by age

Wy

438 million
20-64years

o 00

327 million
20-64 years
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disminucion de la esperanza de vida, etc.

Tomado de: IDF Diabetes Atlas Eighth edition 2017.



México ocupa actualmente el quinto lugar mundial en la prevalencia de diabetes
2017 12 (Figura 2). Este es un sitio alarmante, y mas aln cuando las proyecciones
de los especialistas internacionales refieren que para el afio 2045, el pais ocupara
el cuarto lugar (Tabla 1).
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Tomado de: IDF Diabetes Atlas Eighth edition 2017.



Tabla 1. Top 10-paises con mayor incidencia en adultos diabéticos (20-79 afios de

edad) y estimacion para el afio 2045

Rank  Country/territory Mumber of people Rank Country/ territory Number of people

with diabetes with diabetes
1 china |]1][Ild-{:ﬁl rr;lil;lﬁlruﬂr; I Indiz [11::%1_1 ';lg:ﬂgr;
P mswy 2 Ches e
3 United States 3%;;?;;: 3 United States [Egﬁgéi;mgll;&'g']
L Filng e i
i e fe
é Indonesia mig_gji:lhr: & Egypt 1|E[,??'rj1j|‘llga1r:
7 Russian Fedaration El'z_;rji:l]i?nr: 7 Indonesia [111?6m‘:g|;r:
+ o i i
P Germew ey ? Bangladesh ey
10 Pakistan ?{E_ﬂ l[:ugr; 10 Turkey 1[11.3.?11??'

Tomado de: IDF Diabetes Atlas Eighth edition 2017.

4.1.5 Factores de riesgo

e Antecedentes familiares de diabetes (20%)

e Obesidad (IMC>25)

¢ Inactividad fisica habitual

e Etnicidad

e Hipertensién (presion arterial = 140/90 mmHQ)

e Concentracion de colesterol HDL menor a 35 mg/dL
e Concentracién de triglicéridos > 250 mg/dL

e Antecedentes de enfermedad vascular

e Indice de cintura cadera >80 cm en mujeres y hombres >90 cm



4.1.6 Obesidad, el enemigo detras de la diabetes

La diabetes tipo 2 esta asociada con el consumo excesivo de azlcares y grasa,
con un estilo de vida sedentario y, consecuentemente con la presencia de obesidad.
Diversos estudios han demostrado que existe una relacion estrecha y directa entre
el indice de Masa Corporal (IMC), un indicador que relaciona la estatura y el peso

con el riesgo de padecer diabetes 33,

El hecho de que la obesidad sea una de las principales causas de diabetes es una
mala noticia para nuestro pais, ya que de acuerdo con estimaciones realizadas seis
de cada diez mexicanos adultos presentan ya sea sobrepeso, u obesidad, sin

importar su nivel de ingreso 13,
4.1.7 Complicaciones de la Diabetes
¢ Manifestaciones microvasculares

Dentro de este grupo se incluyen la retinopatia con posibilidad de evolucionar a
ceguera, la nefropatia con posibilidad de evolucionar a insuficiencia renal cronica y
la neuropatia con posibilidad de evolucionar a complicaciones como ulceras en los
pies, amputaciones de extremidades, artropatia de Charcot y manifestaciones de
disfuncion autondémica, incluida la disfuncién sexual. En la mayoria de estas
complicaciones hay una buena correlacion con la severidad y la duracion de la
hiperglucemia y puede aparecer entre 5 a 10 afios después de haberse iniciado la
enfermedad.

e Manifestaciones macrovasculares

A diferencia de las manifestaciones microvasculares que son especificas de la
diabetes, las manifestaciones macrovasculares, como la enfermedad coronaria, la
trombosis y la hipertension arterial no son exclusivas de la diabetes. Ademas de ser
una causa muy importante de mortalidad relacionada con la diabetes conlleva a un

alto costo social y econémico [,

10



4.1.8 Economia en diabetes

Los altos costos en salud y el comportamiento demografico en México, en el que se
advierte un cambio en la pirdmide poblacional, agregara mayores condiciones de
riesgo para la poblacion adulta. Tales incidencias aumentaran demanda en servicios

de atencion para diabetes en el corto, mediano y largo plazo.

Esto se ha convertido en una epidemia mundial debido a los altos indices de
muertes y la creciente demanda de servicios que se han registrado en los altimos
10 afos. En efecto, para cuando se diagnostica la diabetes y sus complicaciones,
los costos para su tratamiento son muy elevados y el paciente va perdiendo sus
afos-vida productivos representando una enorme carga tanto para el individuo y su

familia como para el sistema de salud y la sociedad en general (tabla 2) 4.

Tabla 2. Costos de la diabetes en América latina

ITEM SSA(1) IMSS(2) ISSSTE(3) USUARIOS{4) Seguros TOTAL
Privados

n( 351.172) n(443.279) n(175,607} n{249,619) NA"
COSTOS
DIRECTOS (CD)
Consuttal
Diagnéstico 7,101,113 16,029,089 3,750,300 31,061,914 1,792,032 59,734,448
Medicamentos | 15,813,331 35,749,875 8,351,475 69,234,743 3,994,310 133,143,734
Hospltalizacién| 4,747,870 10,718,748 2,507,381 20,767,414 1,198,118 39,937,331
Complicaciones | 13,125,433 29,827,572 5,931,914 57,413,683 3,312,328 110,410,828
SUBTOTALCD | 40,787547 92,123384 21,541070 178,477754 10,296786 343,226541
COSTOS

INCHRECTOS (CI)

Costos por

mostalldad 2,267,624 5,326,703 1,217,070 10,811632 NA® 19623029
prematura

Costos por

discapacidad 47,188,661 110,847,272 25,326,919 225 842994 NA 409205846
permanente

Costos por

discapacidad

temparal 712,395 1,673,432 382,353 3,603879 NA 8372059
SUBTOTAL C| 50,168,680 117,847,407 26,826,342 240,258505 NA 43520093
COSTOS

TOTALES 90,956,227 209,970,791 48,467,412 429,033045 NA T7B427475

Tomado de: Arredondo y De Icaza 2011. **1=Secretaria de Salud, 2=Instituto Mexicano del Seguro Social,
3=Instituto de servicios y Seguridad Social para los Trabajadores del Estado, 4=Gasto del bolsillo de usuarios
en instituciones privadas de salud, *=No aplica las consecuencias financieras de la diabetes** Serian de mayor
impacto para el IMSS, siguiendo en orden de importancia la SSA y finalmente el ISSSTE.
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4.1.9 Diagnostico de diabetes

Desde 1997 el comité de expertos de la American Diabetes Association (ADA) y un
poco mas tarde, el Comité de Expertos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), establecieron tres Unicos métodos diagnésticos de diabetes mellitus y cada
uno de ellos debe confirmarse en los dias subsiguientes por cualquiera de los tres
métodos. En la actualidad la ADA ha incluido la medida de la HbAlc como un nuevo
meétodo para definir el diagnostico de la diabetes mellitus. Cada afio, publica en
enero una serie de articulos en los que declara su posicién ante diversos aspectos
de la diabetes y su manejo. En enero del 2010 sugirid retirar el término “prediabetes”

y sustituirlo por el término “riesgo aumentado de diabetes” [15].
Diagnostico de diabetes mellitus por la ADA:

e Glucosa en ayuno

e Glucosa al azar

e Curva de tolerancia oral a la glucosa 2 horas con carga de 75 g (PTGO).
e HbAlc

Tabla 3. Pruebas para el diagnéstico de diabetes mellitus

Prueba diagnéstica Riesgo bajo de Riesgo aumentadode Diabetes mellitus
diabetes tipo 2 diabetes tipo 2 tipo 2

Glucosa en ayuno < 100 mg/dL 100a 125 mg/dL =126 mg/dL

Glucosa 2 horas poscarga de 759 < 140 mg/dL 140 a 199 mg/dL = 200 mg/dL

Hemoglobina Alc <57 % 57a64% >6.5%

Tomado de: American Diabetes Association, 2017
e Glucosa en ayuno

Es un examen que mide la cantidad de glucosa en una muestra de sangre. La
glucosa es una fuente importante de energia para la mayoria de las células del
cuerpo, incluidas las del cerebro. Los carbohidratos que se encuentran en las frutas,
los cereales, el pan, la pasta y el arroz se transforman rapidamente en glucosa en

el cuerpo, lo que eleva el nivel de glucosa en sangre.
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Las hormonas producidas en el cuerpo llamadas insulina y glucagén ayudan a

controlar los niveles de glucosa en sangre.

Uno de los objetivos del tratamientos de la diabetes mellitus es lograr niveles de
glucemia lo méas cerca de lo normal, porque esto ayuda a eliminar el riesgo de

desarrollar complicaciones en los pacientes.

Al realizar periédicas determinaciones de los niveles de glucemia, nos permite
obtener informacion sobre la evolucion de la enfermedad y constituir un elemento
motivador que contribuye a implicar al paciente en el control de su diabetes;
permitiendo comprender mejor los factores que influyen sobre los niveles
plasmaticos de glucosa (ejercicio, comidas, medicacion, enfermedades

subsecuentes, etc.).
e Glucosa al azahar

Una lectura muestra la cantidad de glucosa que hay en sangre. Una prueba de su

nivel podria hacerse para:
Verificar si tienes diabetes
Ver que bien esta funcionando el tratamiento para diabetes
Verificar si tienes diabetes gestacional

Verificar si hay niveles bajos o altos de glucosa en sangre (hipoglucemia o

hiperglucemia).

Existen varios tipos de pruebas de niveles de glucosa al azar. Los resultados

normales pueden variar de un laboratorio a otro (> 200 mg/dL)

El nivel alto de glucosa al azar en sangre puede ser causado por: diabetes o

prediabetes, ciertos medicamentos, como los corticosteroides.

El nivel bajo de glucosa en la sangre puede ser causado por: ciertos medicamentos,

especialmente los utilizados para tratar la diabetes, enfermedades del higado como
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cirrosis. En muy pocas ocasiones, los niveles altos o bajos de glucosa pueden ser

causados por otros problemas médicos que afectan los niveles hormonales.
e Curva de tolerancia oral a la glucosa (PTGO)

Los niveles de glucosa sanguinea son finamente regulados por mecanismos
neuronales y hormonales. En ayunas, los niveles de glucemia dependen
fundamentalmente de la produccion hepatica (endégena) de glucosa (85%). De este
modo, los niveles de glucemia en ayunas deben permanecer entre 70 y 100 mg/dL
después de 8 horas de ayuno. Si un individuo ingiere una comida rica en
carbohidratos, la glucosa que es absorbida a nivel de intestino delgado ingresa en
circulacién sanguineay, en segundos, estimula una rapida secrecién de insulina por
parte de células B-pancreéticas (pancreas endocrino). Del mismo modo, se produce
una supresion de la secrecién de glucagon por parte de las células a del pancreas.
La insulina promueve la captacion de glucosa “por las células hepaticas, adiposas
y principalmente en el tejido muscular (85%) para su posterior utilizacién. De este
modo, los niveles de glucemia regresan a los valores normales. Se establece como
normal que 2 horas después de una carga de 75 gramos de glucosa anhidra, los

niveles de glucemia deben estar entre 70 y 140 mg/dL.

La PTGO es una prueba que mide la capacidad del organismo para regular los
niveles sanguineos de glucosa. Es utilizada para establecer el diagnostico de riesgo
incrementado de diabetes o diabetes mellitus. También es utlizada para el
diagnéstico de hipoglucemia reactiva (niveles de glucosa después de 2 horas con

administracion de 75 g de glucosa <70 mg/dL).

Para realizar la PTGO, luego de 8 horas de ayuno nocturno, se toma la muestra de
sangre para medir los niveles de glucemia basal (ayunas). Posteriormente, el sujeto
debe ingerir una carga de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua, siguiendo las
especificaciones de la Organizacion Mundial de la Salud. Esta solucién debe ser
ingerida en un lapso de 5 minutos. Después, se toma una muestra de sangre ala 1

y 2 horas para medir los niveles de glucemia por carga.
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Algunas limitaciones de PTGO incluyen:

No siempre esta disponible
Es invasiva, costosa y consume tiempo.

La glucemia tiene una variacion aleatoria amplia.

A

Solo da informacion del estado glucémico de un sujeto en un momento dado.
Un resultado anormal debe confirmarse con una segunda medicion 32,
4.1.10 Recomendaciones sobre el uso de HbAlc en pacientes con diabetes

La HbA1c resulta de la union no enzimética de la glucosa a la hemoglobina, y por lo
tanto expresa las glucemias durante la vida media del eritrocito, ha constituido en la
practica clinica el principal método para evaluar el control de los pacientes con
diabetes. La HbAlc no requiere ayuno, menor variabilidad individual, nula influencia

de condiciones de estrés, entre otros.

Diversas asociaciones cientificas internacionales coinciden que la HbAlc puede
considerarse un examen adecuado para el diagnoéstico de diabetes al efectuarse
con metodologia estandarizada [®!, siempre y cuando no existan condiciones que

afecten la prueba como en las siguientes situaciones:

1. Su uso no esta recomendado para el diagnéstico de diabetes mellitus tipo 1,
ya gque esta suele tener una presencia subita y causa sintomas antes de los
3 meses de evolucidén, por lo que el valor de la HbAlc subestima el valor real
de la glucosa.

2. La prueba pierde precision en los extremos de hemoglobina total (Hb). Dado
gue la HbAlc se reporta en porcentaje del total de hemoglobina, el porcentaje
cambiara aunque el total de hemoglobinas glicosiladas sea el mismo.

3. La prueba no se debe realizar en situaciones en las que el recambio de
eritrocitos esta aumentado, tal es el caso de las enfermedades que causan
hemolisis (anemia hemolitica, insuficiencia renal) y de estados que aumentan
el nacimiento de globulos rojos (posterior a la administracién de hierro). Estas

situaciones siempre subestiman el valor real de la HbA1c 19,
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4.1.11 HbAlc como prueba de diagnéstico

Los “Estandares de Cuidado Médico de Diabetes” (2010) reconocieron le HbA1c
como prueba apta para el diagndstico de diabetes, definiendo los puntos de corte

para la HbAlc, con sus significados:

¢ Nivel no diabético: <5.6%; en la practica descarta el diagnostico de diabetes
¢ Nivel pre diabético (riesgo aumentado de diabetes): entre 5.7% y 6.4%

¢ Nivel diabético: >6.5%, que es compatible con el diagnostico de diabetes.
4.1.12 HbAlc como prueba de seguimiento

La meta de tratamiento de acuerdo con la ADA, es llevar la HbAlc a un porcentaje
<7%, con lo cual se logra reducir significativamente las complicaciones
microvasculares y neuropéaticas relacionadas con la diabetes. En el caso de no

alcanzar este porcentaje se debe revisar y ajustar el plan terapéutico del paciente.

La meta de las guias europeas para la HbAlc es de 7.5%, tanto para diabetes tipo

1 y diabetes tipo 2.

La meta de la International Diabetes Federation (IDF) es de 6.5%, valor que no

parece tener mejores resultados que la meta ADA

La meta de American College of Endocrinology es 6.5%
4.2 HbAlc

4.2.1 Definicion

La HbAlc actualmente se define como la adicion estable de la glucosa al extremo
N-terminal del aminoacido de valina de la cadena B de la hemoglobina A. dicha
union se produce lentamente, de forma permanente, por via no enzimatica y es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa en sangre debido a la
permeabilidad del eritrocito y, por lo tanto, representa el valor medio glucémico de

los ultimos 90-120 dias que es la vida media del eritrocito 161,
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4.2.2 Antecedentes

Rahbar, médico irani nacido en Teheran, inicié en 1960 el estudio de la estructura
de las proteinas 7], ya que debido a la prevalencia de anemias, y desdrdenes
genéticos de la poblacion de Iran y por sus antecedentes étnicos era ideal utilizar el
gen globina para sus estudios 18l

Para el afio de 1960 la hemoglobina ya contaba con estructura resuelta, y se sabia

que representa de 96-98% del peso seco de los eritrocitos en adultos normales 9.,

Linus Pauling trabajando en la proteina desde otro angulo descubrié que la
hemoglobina de las personas con anemia drepanocitica (HbS) era estructuralmente
diferente de las personas sanas. Siendo uno de los primeros ejemplos de

enfermedad genética.

El descubrimiento de HbS[Y desencadend una carrera para desenterrar otras
variantes de hemoglobina encontrando una alta incidencia de talasemias, por esta
razon comenzo a analizar muestras de sangre para detectar anormalidades de la
hemoglobina usando papel y electroforesis en gel. La electroforesis en gel tenia
una mejor resolucion, pero no era ideal para examinar una gran cantidad de
muestras de sangre. En 1963, Graham y Grunbaum introdujeron un nuevo sistema
para la electroforesis de hemoglobina utilizando membrana de acetato de celulosa
como medio de soporte con alta resolucion; este sistema fue capaz de separar

diferentes bandas de hemoglobina en 20 minutos.

Rahbar investigd numerosas muestras de sangre para encontrar nuevas variantes
de hemoglobina, examind las muestras bajo toda una variedad de condiciones,
alterando el pH y otras variables, para extraer distintas bandas de hemoglobina. Fue
modificando el pH a 8.6 que observo una banda amplia de hemoglobina A y una
banda de hemoglobina A2 mas pequefa y mas lenta, adicionalmente encontré en
la sangre de una mujer diabética de 67 afios una banda borrosa que parecia viajar

al frente de la hemoglobina A.

17



Esta ultima banda no concordaba con ninguna de las hemoglobinas conocidas, por
lo que se concluy6 que podria haber sido una anomalia genética. Este hallazgo
despert6 el interés y adicionalmente se observo la sangre de 47 personas con
diabetes y todas las muestras mostraron la misma banda que fue denominada

“‘componente diabético de la hemoglobina”.

Para definir mejor la banda, se modificaron las condiciones de la electroforesis. Al
bajar el pH a 6.2 y cambiar a un gel de agar, se pudo obtener una banda de diabetes

mas aguda, resultados que fueron publicados en 196821

Posteriormente, se encontr6 la hemoglobina inusual en 140 pacientes con diabetes,
pero también se presentd en individuos sin diabetes en concentraciones menores,
por lo que el siguiente paso fue determinar la identidad de esta extrafia
hemoglobina, encontrando cinco componentes menores de la hemoglobina A
(HbAla, HbA1lb, HbAlc, HbAld y HbAle), y se observdé que la movilidad

electroforética de la hemoglobina diabética coincidia con la de HbAlc.

Ademas, en la separacion cromatogréfica, la banda HbAlc representaba entre el
7.5y el 10.7% de la hemoglobina total, mientras que en los sujetos normales la
HbAlc constituia solo el 4-6%.

Un estudio de 1968 establecié que la estructura de la HbAlc era la hemoglobina
mas una molécula de hexosa, pero aun no era claro si los niveles de HbA1c tenian

relacion con la glucosa en sangre.

Una razon por la cual no pensaban que la HbAlc era una medida del control de la
diabetes es porque creian que era una enzima responsable de unir la glucosa a la
hemoglobina, por lo que la HbAlc deberia ser independiente de los niveles de
glucosa en sangre. “Supusieron que tenia que ser una enzima”, en ese tiempo no

se penso que era una glicacion no enzimatica.

El eritrocito es una célula que no tiene nucleo, por lo que produce sus propias
proteinas (en este caso hemoglobina) durante el desarrollo en la medula ésea 22,

Una vez en sangre, los niveles de hemoglobina deberian permanecer constantes.
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Sin embargo, utilizando eritrocitos marcados con hierro radioactivo para rastrear la
edad de las células en ratones, se encontro que los niveles de HbAlc aumentan a
lo largo de la vida. En el estudio con ratones los niveles de HbAlc aumentaron 2.8

veces mas rapido en ratones diabéticos que en ratones normales [?2,

Posteriormente se descubrio que los niveles de HbAlc también reflejan los niveles
de glucosa en orina en humanos, ofreciendo evidencia adicional de que la HbAlc

podria ser una herramienta util para las personas con diabetes.

Durante las siguientes décadas, grandes estudios prospectivos como el DCCT
diabetes tipo 1123, los estudios clinicos multicéntricos de UKPDS (Estudio United
Kingdom Prospective Diabetes Study) para diabetes tipo 2, EDIC y EPIC-NORFOLK
fueron disefiados para investigar los riesgos a largo plazo de complicaciones de la

diabetes y su correlacién con los niveles de HbAlc.

Establecieron:

e Metas en el tratamiento especifico basado en la HbAlc
e La cifra recomendada 6.5% o 7% de HbAlc como objetivo control de la

glucemia en la mayoria de los pacientes diabéticos 4.
4.2.3 Estandarizacion

Al principio se presentaron muchos inconvenientes como sucede en la mayoria de
las pruebas y la HbAlc no fue la excepcién. Cuando en n 1993 finaliz6 el DCCT
habia considerables diferencias en la manera de expresar los resultados. El College
of American Pathologist (CAP) revel6 que solo el 50% de los laboratorios
participantes reportaban sus resultados como HbAlc, mientras el 21% los reportaba
como HbA1ly el 29% como hemoglobina glicosilada total. También existia una gran
variabilidad entre los resultados de diferentes laboratorios clinicos; fue tan amplia
gue podian tener resultados tan dispares para la misma muestras de sangre como
del 4% al 8%, coeficiente que hoy no seria aceptable debido a que podria ubicar a
un mismo individuo en un nivel de glucosa normal o con el diagnostico de una

diabetes 23],
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Como respuesta a la situacién y ante la necesidad de tener una prueba lo
suficientemente confiable, en 1993, la Asociacion Americana de Quimica Clinica
(AACC) desarrollé un subcomité con el objetivo de estandarizar la medicion de la
HbAlc, incluida la preparacion y evaluacion de material de referencia y el desarrollo
de un método de referencia internacional y en 1996 se inici6 el Programa Nacional
de Estandarizacion de Hemoglobina Glicosilada (NGSP) para aplicar el protocolo
de la AACC.

El objetivo del programa fue la estandarizacién de las pruebas de HbAlc para que
los resultados de los laboratorios sean comparables con los del DCCT y el UKPDS

La red IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) fue iniciada en 1995 y
fue la responsable de la preparacion y evaluacion de un material de referencia asi
como el desarrollo de un método de referencia para la medicién de HbAlc. La razén
fue la trazabilidad un método de orden superior, una necesidad que fue promulgada
en 1998, los métodos aprobados por la IFCC son HPLC-espectrometria de masas

o HPLC-electroforesis capilar.

Los resultados de estos estudios realizados en 2001 y 2006 han confirmado la
capacidad del sistema para garantizar la estabilidad y continuidad del método de
referencia internacional para HbAlc. En 2007 se publico la Declaraciéon del
Consenso sobre la estandarizacién en todo el mundo de la HbAlc que fue revisada
en 2010 y los valores de HbAlc deben ser reportados mundialmente en unidades
internacionales (mmol/mol) usando la ecuacion maestra IFCC (mmol/mol) -NGSP
(%). Finalmente, la ADA, gracias a la estandarizacién y la madurez de la prueba
alcanzada en la Ultima década, como lo verificé el Comité International de Expertos,
en la revision del afio 2010 de los “Estandares de Cuidado Médico en Diabetes”, la

incorporé como el primer criterio de diagnostico de diabetes.

La HbAlc a partir del momento en que la prueba fue mejorando el desempeiio
analitico y se difundié su conocimiento rapidamente se convirtié en el “estandar de
oro” para evaluar la respuesta al tratamiento instalado y asi lo ha ratificado en los

Gltimos afios 9.
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Tomando de manera mas estricta la exactitud del método podemos observar el
avance de la prueba con el error total (ET%) aceptable en el afio 2007 y era de
15.0% y disminuy6 a 7.0% en 2012 y a 6.0% en 2013. Asi mismo se recomienda
que la imprecision o coeficiente de variacion total (CV%) intra-laboratorio debe ser
menor de 2.0% y entre laboratorios de 3.5% [26],

4.2.4 Terminologia

El termino glicosilada se refiere a la combinacion de una proteina con cualquier
hidrato de carbono. Su denominacion exacta es hemoglobina glucada o
glucohemoglobina, definicion de la combinacion de la glucosa con una proteina, la
hemoglobina. Ademas se mantiene la abreviatura de uso clinico habitual HbAlc o
Alc aunque la terminologia quimica correcta sea DOF-Hb (N-1-Deoxyfructosyl beta

hemoglobina) 161,
4.2.5 Clasificacién

La hemoglobina (Hb) de los seres humanos adultos normales, esta compuesta por
tres fracciones llamadas: Hemoglobina A, Hemoglobina A2 y Hemoglobina F. La
hemoglobina A (HbA), es la mas abundante de todas, representando
aproximadamente el 97%. A través de reacciones bioquimicas, parte de esta HbA
se puede combinar con azucares, convirtiétndose en glucohemoglobina o
glicohemoglobina (HbA1). Dependiendo del azicar que incorpore, se obtienen las
diferentes subfracciones conocidas como hemoglobinas menores o rapidas (HbAla,
HbA1b y HbAlc).
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Tabla 4. Tipos de hemoglobina glicada

Producto final Reaccion

HbAlal Glicacion con fructuosa 1, bifosfato

HbATa2 Glicacion con glucosa 8 fosfato

HbA1D Glicacion con acido piruvico

HbAlC Glicacion con glucosa

L HbAlc Denota la fraccion labill de la HbAlc, o la fraccion
aldimina

S HbAlc Denota ia fraccion estable de la HbA1c, o la fraccion

catoamina

Tomado de: Campuzano-Maya y Latorre-Sierra 2010.

La HbA1c es la mas abundante de los componentes menores de la hemoglobina en
los eritrocitos humanos (aproximadamente el 95% de la HbA1l). Esta reaccion,
conocida desde hace muchos afos, recibe el nombre de reaccion de Maillard,

glicosilaciébn no enzimatica o mas recientemente, glicacion.

HbA: Forma principal y nativa de la hemoglobina, es un tetramero compuesto de

dos cadenas alfa y dos cadenas beta.

HbAo: Es el componente principal de la HbA, identificado por sus propiedades
cromatograficas y de carga electronica. Puede mostrar algin grado de glicacion,
pero insuficiente para afectar a las propiedades de la movilidad dependiente de la
carga. En la préactica, considerando la fraccién no glicosilada HbA.

HbA: total: Formar de HbA cargada mas negativamente debido a la adicion de
glucosa y otros carbohidratos. Corresponde a la hemoglobina glicada total, que no

tiene ningun valor clinico.

HbA1a1, HbA1a2, HbA1b, HbA1c: Representacion de las diferentes formas quimicas o

fracciones de la hemoglobina glicosilada.

HbA1c 0 Aic: Corresponde a la fraccion de hemoglobina glicosilada cuyo aminoécido
valina situado en la porcion terminal de la cadena beta de la hemoglobina A esta
unido a la glucosa a través de una union estable e irreversible. Corresponde a la

parte clinica que evalla los pacientes con diabetes mellitus.
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Hb-carbamilada: corresponde a una forma que aparece en pacientes hiperurémicos
debido a una reaccion quimica entre el acido isocianico producido en la disociacion
espontanea in vivo de la urea y el extremo N-terminal valina de la cadena 3 de la
hemoglobina. Su concentracién es proporcional a la concertacion de urea del

paciente, pudiendo alcanzar hasta el 3% de la concertacion total de la hemoglobina.

Hb-acetilada: puede aparecer en mutaciones raras del extremo N-terminal de la
cadena [ favoreciendo la formacién de Hb-acetilada in vivo. En mujeres
embarazadas no diabéticas se han descrito porcentajes relativamente altos (1.9%),

en individuos alcohdlicos (2.7%) y tras la ingesta de &cido acetilsalicilico.
4.2.6 Glicacion

La glicacion o glicacion, describe la modificacién post-traduccional de los grupos
amino de las proteinas por accion de azucares reductores, sin participacion
enzimatica. Desde el punto de vista quimico, consiste en la unién de grupos amino
primarios de aminoacidos, péptidos y proteinas con el grupo carbonilo de los
azucares reductores (generalmente monosacaridos) de los cuales la glucosa es el

mas abundante.

La reaccion entre grupos de amina de biomoléculas y carbonilo de azucares tiene
ligar en condiciones fisioldgicas y sin control enzimatico, causando modificaciones
estructurales y funcionales en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Estas
reacciones son de enorme interés ya que estan relacionadas con las complicaciones

de la diabetes.
4.2.7 Caracteristicas de la glicacién

1. Laglicacién se produce en el interior del eritrocito, al ser la pared permeable
a las moléculas de monosacaridos, posee caracteristicas singulares:

2. Esun proceso continuo, ya que existe un incesante nacimiento y destruccion
de los globulos rojos. Se produce alrededor de 1% de nuevos eritrocitos por

dia.
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3. Es un proceso no enzimatico, por lo que se ha llamado glucosilaciéon no
enzimatica.

4. Es un proceso lento. Al no ser catalizado por enzimas, requiere que suceda
en una serie de etapas para poder completarse.

5. Las etapas iniciales de la glicacion son reversibles y se completan en tiempos
relativamente cortos, mientras que las posteriores transcurren mas
lentamente y son irreversibles, por lo que la desaparicion de los compuestos

resultantes solo ocurre cuando el eritrocito se destruye.
4.2.8 Bioquimica

A lo largo del proceso de glicacion entre la cadena B de la hemoglobina A y la

glucosa, se pueden distinguir tres etapas:
1. Etapa inicial

Con una tasa de reaccion rapida (periodo de horas), donde se produce la
condensacion de la proteina con el azlcar. En esta union covalente, el extremo N
terminal (amino terminal) y mas reactivo de la cadena beta de la globina, se enlaza
por adicién nucleofilica con el carbono carbonilico, por ser el mas reactivo de la
glucosa, dando lugar de forma reversible a un compuesto denominado base de
Schiff, Aldimina o HbAlc labil. La base de Schiff es estable por un corto tiempo,

luego del cual se inicia un proceso de reordenamiento de los enlaces quimicos.
2. Etapa de reordenamiento de la estructura de la base de Schiff

A continuacion la aldimina (producto intermedio de la formacién del amino terminal
de la HbA con la glucosa) sufre una restructuraciéon de doble enlace del tipo
Amadori, en honor al quimico que descubrid este tipo de reajuste, formandose de
manera irreversible, un producto de Amadori, Cetoamina o HbAlc estable. Este
complejo estable es el que se determina habitualmente a nivel de laboratorio. En

esta etapa la tasa de reaccidon es mucho mas lenta, sucede en un periodo de dias.
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3. Etapa de transformaciones complejas del producto de Amadori

Los productos de Amadori poseen un grupo carbonilo que puede seguir
reaccionando con otros grupos amino. El mecanismo de estas reacciones no se
conoce con detalle, aunque se sabe que es un proceso que involucra complejos
reordenamientos intramoleculares y en algunos casos la asociacién entre varios de
estos compuestos. Los productos de Amadori pueden seguir dos vias: una es la
deshidratacion y reordenamiento del producto de Amadori, tanto en condiciones
oxidativas como en no oxidativas. La segunda via es por reaccion de compuestos
carbonilicos o dicarbonilicos altamente reactivos con grupos funcionales amino, tiol
y guanidio. Ambas vias conducen, de manera irreversible y mas lenta, a la formacion
de un conjunto complejo y heterogéneo de compuestos estables llamados
Productos Finales de Glicacion Avanzada (PGA o AGEs por sus siglas en inglés),
estructuras generalmente coloreadas (presentan color pardo amarillento) y/o
fluorescentes que resultan del entrecruzamiento con otras proteinas o con otras

zonas de la misma proteina).

En condiciones fisioldgicas la aparicion de estos compuestos (PGA) esta

determinada por:

e La concentracion de azucares reductores, principalmente la glucosa.

e El tiempo durante el cual se mantiene esa cantidad de glucosa.

e El tiempo de exposicion a la glucosa de la proteina, es decir, el tiempo que
tarda en destruirse.
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Figura 3. Etapa inicial del proceso de glicacion

Tomado de: Campuzano-Maya y Latorre-Sierra 2010

CH,OH OH CH,0HOH OH
HOWO + HoN—R —=<——== Ho/l\y)\y)\ NH-R
OH OH HDA OH OH
Glucosa Carbinolamina
k  RG
Kipps|| FBS
+ 0| H0
OH CH,OH OH
O B \
HO - Ho/‘\’)\'/\ NH-R
HO NH—R
OH OH OH
Glucosamina Base de Schiff

Figura 4. Mecanismo de formacion de la base de Schiff. Se representa la unién del
grupo amino terminal de la HbA con la glucosa, para formar un intermediario

carbinolamina que se deshidrata espontaneamente para formar la base.
Tomado de: Caldés Melis, 2012
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Figura 5. Formacion del producto de Amadori

Tomado de: Campuzano-Maya y Latorre-Sierra 2010

\ | T |
| E—— . A n—N—x
l —_— (l C _— \—|| ~ - |
H—C—OH H—C —OH C—0~H c=0
| | | |
R R R R
Base de Schiff Producto de Amadon

Figura 6. Mecanismo de reordenamiento de la base de Schiff hasta formar el
producto de Amadori. Este mecanismo se inicia mediante la protonacion del
nitrdgeno iminico de la base de Schiff, lo que provoca un descenso en la densidad
electrénica del carbono alfa y débilmente de su enlace C-H. La eliminaciéon de dicho
proton mediante catdlisis acido-base general, genera una 1,2-enolamina que

tautomeriza hacia la formacién del producto de Amadori
Tomado de: Caldés Melis, 2012

4.2.9 Productos de Glicacion Avanzada

La glicacion de biomoléculas es un factor clave en muchas patologia asociadas a la
diabetes (nefrologia, retinopatia, enfermedades cardiovasculares, etc.), asi como

del envejecimiento y otras enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o
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el Parkinson; los niveles de glucosa en sangre, lo que afecta irreversiblemente a la

integridad de las proteinas de larga vida.

Las PGA estan implicados en el desarrollo de estas diversas patologias a través de

tres mecanismos:
1. La modificacion de proteinas estructurales que se encuentran fuera de la célula.

2. El desencadenamiento de procesos intracelulares a través de la union a

receptores extracelulares.
3. La alteracion de proteinas intracelulares.

Los PGA se acumulan en el interior de las células insulino-dependientes y fuera de
ellas, sobre todo en las proteinas de las membranas basales, en las proteinas
circulantes y estructurales como el coladgeno. A medida que pasa el tiempo, la

acumulacion de PGA a nivel tisular aumenta, contribuyendo incluida la piel 28,
4.3 Andlisis clinico de la HbAlc

La disponibilidad que tiene el laboratorio clinico para medir la HbAlc es muy amplia;
en el mercado los instrumentos y reactivos varian con relacion al desempefio
analitico, definir cual método y con qué reactivo trabajar depende de muchos
factores, en donde debe ser un método con resultados precisos y exactos, sobre el
menor precio como es en la mayoria de los casos, que la prioridad sea el menor

costo sin saber la variabilidad analitica que se presenta.

Los métodos para medir la hemoglobina glicada se basan en diferencias en las
moléculas de la hemoglobina glicada y la hemoglobina no glicada, ya sean fisicas,
guimicas o inmunolégicas entre la fraccion glicada, ya sea la HbA1 o sus fracciones

como la HbAlc, y la fraccion de la HbO, esto es la fraccion no glicada.
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4.3.1 Métodos basados en la diferencia de la carga eléctrica

El principio se basa en el hecho de que la union a la glucosa en el caso de la HbAlc,
o de otro azucar, como HbAla o HbAlb, a un amino terminal de las cadenas beta
de la Hb, altera la carga total de la hemoglobina, haciendo que la fraccion de la
hemoglobina glicada migre en forma diferente, mas rapido a la hemoglobina no
glicada (HbO) cuando se pone en un campo eléctrico como sucede en los métodos

electroforéticos y cromatograficos [
o Electroforesis

La electroforesis es una técnica en diferentes soportes, entre los que esta el gel de
agarosa, actualmente se ha desarrollado la técnica de electroforesis capilar, que
ofrece ventajas en el analisis, haciendo separaciones rapidas y con excelente
resolucion. Se define como una técnica electroforética realizada en un tubo de
diametro interno inferior a 100 pum lleno de un tampon lleno de electrolitos. Se
considera una técnica intermedia entre la electroforesis de zona en soporte y la

cromatografia liquida.

El sistema CAPILLARYS 2 FLEX-PIERCING usa el principio de electroforesis
capilar en solucion libre, permite la separacion de moléculas cargadas en funcion
de su movilidad electroforética. La separacion se realiza a continuacion aplicando
una diferencia de potencial de varios miles de voltios en los extremos de cada
capilar. La deteccion directa de las hemoglobinas se efectta en el lado catédico a
415 nm, que es la longitud de onda de absorcion especifica de las hemoglobinas.
La elevada resolucién de la técnica permite la cuantificacion precisa de la HbAlc
especialmente en presencia de la HbAlc labil, hemoglobinas carbamiladas vy

acetiladas y de las principales variantes de hemoglobina (figura 7).
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Figura 7. Grafico de un resultado de electroforesis por equipo Capillarys 2-flex
piercing en un paciente normal. La migracion de las hemoglobinas es del catodo al

anodo: A2/C, E, S/D, F, A0, otras Hb glicadas y HbAlc.
Sebia Capillarys HbAlc, 2015
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Figura 8. Grafico de un resultado de electroforesis por equipo Capillarys 2-flex

piercing en una paciente con una variante de hemoglobina.
Sebia Capillarys HbAlc, 2015
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e Interferencias

Los interferentes (tabla 5) analizados a las concentraciones indicadas, no interfieren

en la cuantificacion de HbA1c [39:

Tabla 5. Principales interferentes en la determinacion de HbAlc

Intorforante Concentracion
| Trghceridas | 1,12 ghiL (12,8 mM)
| Bilimubina I 256 ma/dL (438 M)
| Acido ascomico | 60 mgiil (3,41 mM)
[ Urea | 231 mo/dL (48,5 mM)
[ Factor reumatoide | 2178 Wvml
| Gibendamica | 3 maidL

Sebia Capillarys HbAlc, 2015

4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

El método de cromatografia liquida de alta eficiencia de intercambio i6nico fue
utilizado por el DCCT y se recomienda como un método de referencia para la
determinacién provisional de los organismos internacionales relacionados con la

hemoglobina glicada hasta que decidan sobre el método de referencia definitivo.

Partiendo de la diferencia estructural que hay entre la hemoglobina glicada en
general y de la HbAlc en particular, y la HbO es posible separar y cuantificar estas

fracciones I,

Las muestras se diluyen automaticamente en D-10y se inyectan en el cartucho de
analisis. El D-10 crea un gradiente de tampones programado de fuerza idnica
creciente en el cartucho, donde las hemoglobinas se separan en funcion de sus
interaccione idnicas con el material del cartucho. Después, las hemoglobinas asi
separadas atraviesan las células de flujo del fotbmetro, donde se miden los cambios

de absorbancia a 415 nm ¥,

Este método no se afecta por el pH ni la temperatura, como tampoco afecta la
presencia de hemoglobinopatias o falla renal por la presencia de hemoglobina

carbametilada, ni por la fraccién labil de la hemoglobina glicada.
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Estos sistemas utilizan una columna para eluir la solucién en diferentes fracciones:
HbAla, HbAlb, HbAlc y la HbAO I,

Cromatograma
[ A0

Mo

A2

Ath
Ala

Tiempo de elucion (min)

Figura 9. Grafico de un resultado por HPLC, equipo D-10 en un paciente normal.

Campuzano-Maya y Latorre-Sierra 2010

4.3.3 Métodos inmunolégicos

Los métodos inmunoldgicos utilizan anticuerpos contra una secuencia de
aminoécidos que varian de 3 a 8 de la fraccion N-terminal de la hemoglobina
glicada. Tienen como ventaja el que son especificos contra la HbAlc y pueden ser
incorporados ya sea por métodos de inmunoturbidimetria o de inmunoanalisis

enzimaticos en donde se utilizan proteasa para digerir la hemoglobina.

En el sistema Advia 1800, la muestra de sangre se mezcla con el reactivo
desnaturalizante de hemoglobina. Los eritrocitos se disuelven y la cadena de

hemoglobina se hidroliza por la proteasa presente en el reactivo.
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Para la medicion de la hemoglobina total, se usa el reactivo aglutinador, el analisis

se basa en la determinacién de hemo detectada en la region Soret a 410 nm.

Para la medicion de HbAlc especifica, se usa un analisis de inhibicion de la
aglutinacion en latex. Una segunda proteina en el reactivo hidroliza ain mas la
muestra de HbAlc en un glucopentapeptido, que compite con el aglutinador
(polimero sintético que contiene multiples copias de la porcién inmunoreactiva de
HbAlc) para el anticuerpo anti-HbAlc, de manera que se reduce la velocidad de
aglutinacion. Se obtiene una curva de concentraciones mediante el control del
cambio en la luz dispersa a 694 nm como cambio de absorbancia. El cambio real

en la absorbancia es inversamente proporcional a la concentracion de HbAlc en la

muestra.
Hemalisis Formacion de hematina Cuantificacion
Medicion de
absorbacia
= / Determinacion
. de la Hb total
- \\ - --\;‘
604 nm
) W< Medicion de
h © ) la turbidez

700 nm

con anti-HbA1c

Micropamculas»--""’?( 2&“ - \;_.)~ (( y

Inmunodeteccion Hapteno
de la HbA1c

Figura 10. Determinacion de HbAlc por método de inmunoturbidimetria. La técnica
es inversamente proporcional a la concentracion de HbAlc, es decir a mayor
aglutinacion, mayor cantidad de anticuerpos libres y menor concentracién de HbAlc
disponible para unir las macroparticulas a los anticuerpos, como consecuencia de
gue la HbAlc compite con el hapteno por la union del anticuerpo.

Tomado de: Campuzano-Maya y Latorre-Sierra 2010
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e Interferencias

Las principales interferencia y concentraciones que no son significativas en el
andlisis de HbAlc (Tabla 6) B4,

Tabla 6. Principales interferentes en la determinacion de HbAlc.

Sustancia Concentracién de la Concentracién de la muestra de

interferente sustancia interferente HbA1lc Interferencia
Bilirrubina 60 mgidl 5,26%, 9,81% INS*
(conjugada) (1026 pmolil) (34 mmolimol, 83 mmol/mol)

Bilirrubina 60 mgldl 5,30%, 9,85% INS*

(no conjugada) (1026 pmolll) (34 mmolimol, 84 mmol/mol)

Lipemia 1000 mald| 5,20%, 9,46% INS*

(por Intralipid) (11,3 mmol/l)** (33 mmolimol, 79 mmol/mol)

Factor reumatoide 936 IUImI 5,25%, 10,24% INS*

(FR) (34 mmolimol, 88 mmol/mol)

*INS = Interferencia no significativa. Se considera interferencia significativa un porcentaje 2 10%.
**como trioleina

Siemens Advia Chemistry, 2011
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V. DIAGRAMA DE TRABAJO

oma de datos de peso, talla y edad de 200

acientes voluntarios de HUP que acudan al

laboratorio de analisis clinicos que tengan
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andlisis estadistico
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VI. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material ocupado en toma de muestra para medir peso y talla

Estadimetro de pared, bascula digital, libreta, lapicero.

7.2 Material biolégico

Sangre completa con EDTA tomada en tubo BD Vacutainer® lila.

7.3 Reactivo utilizado en el analisis de HbAlc por los tres métodos (ver anexo
1-9)

e Control

e Calibrador

e Reactivo

7.4 Consumibles

Copas de dilucion para equipo D-10

Segmentos de dilucién para equipo Capillarys 2 Flex-Piercing
Micropipetas de 5 pL y 1000 pL,

Guantes desechables

Puntas para micropipeta azul y amarillo

Gasas

Agua inyectable marca PISSA

Agua destilada.

Aplicadores de madera

Rotor de muestras

7.5 Métodos y equipo

Determinacion Método Equipo
Hemoglobina fraccion Alc | Inmunoensayo SIEMENS Advia 1800
espectrofotomeétrico
Hemoglobina fraccion Alc | HPLC Bio-Rad D-10
Hemoglobina fraccion Alc | Electroforesis Sebia  CAPILLARYS 2
FLEX-PIERCING
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VIl. METODOLOGIA
8.1 Tipo de estudio
El estudio tuvo un disefio observacional, descriptivo y transversal.
8.2 Poblacion

Pacientes que acudieron la Laboratorio de Andlisis Clinicos del Hospital

Universitario de Puebla en el periodo septiembre-octubre 2018.
8.3 Muestra

Constituida por 200 pacientes

8.4 Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes voluntarios, que tuvieran en su orden de estudios la
determinaciéon de HbAlc como estudio principal y con estudios adicionales como
perfil de lipidos y glucosa sérica en ayunas aceptando participantes de todas las

edades y géneros.
8.5 Criterios de exclusioén

Pacientes sin indicacion de determinacion de HbAlc, pacientes que estuvieran
acudiendo por segunda vez y pacientes que no deseasen participar en el estudio.

8.6 Obtenciéon de datos

Se apoy6 con el programa que utiliza el Hospital Universitario de Puebla (GWLab)
con el fin de recopilar los datos de los pacientes que fueron voluntarios, excepto el
peso, talla y edad, que fueron recopilados en la toma de muestra con un formato
(ver anexo 10). Todos ellos se organizaron en el formato de resultados (ver anexo
11) y se transfirid6 a una base de datos de Excel (ver anexol2) para el analisis

estadistico.
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8.7 Andlisis estadistico

Para el analisis de los resultados, se utilizo el programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) version 21.0 y Microsoft Excel 2013 para Windows.

Los datos fueron comparados por U de Mann-Withney en las variables cuantitativas
y por X? o prueba exacta de Fisher en variables categoéricas.

El nivel de significacion se consider6é toda vez que p fuera menor de 0.05, el

resultado se consideré estadisticamente significativo.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se contd con una poblacion de 200 pacientes que cumplieron con los criterios de

inclusion, 63% fueron mujeres (n=126) y 37% hombres (n=74) (gréafico 1).

Sexo

140
120
100
80
60
40
20
0

FRECUENCIA

FEMENINO MASCULINO
E@TOTAL 200 126 74

Grafico 1. Prevalencia de diabetes por género.

Las edades estuvieron comprendidas entre 54-68 afios de edad, en la tabla 7 se
pueden observar las caracteristicas generales de la poblacion, asi como sus

pardmetros clinicos.

De esta tabla y de la grafica 1, se podria inferir que a mayor edad se incrementa la
prevalencia de diabetes y por el nUmero de participantes, que las mujeres padecen
mayor incidencia de diabetes. De acuerdo con algunos autores, la mayor incidencia
en mujeres se deberia a diferentes factores dependiendo de la edad: en la juventud
tienen riesgo por trastornos de conducta alimenticia y de animo; en la edad fértil por

el embarazo y en la edad madura por la menopausia.
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Tabla 7. Comparacion de las variables clinicas y de laboratorio entre hombres y

mujeres.
Total Mujeres Hombres P

200 (100) 126 (63) 74 (37)
62 (54-68) 63 (54-67) 61 (53-69) 0.9
VG 89(62-82) 68 (60-78) 71 (63-85) 0.1
S 156(151-168) 153 (151-159) 160 (153-165)  0.001
28 (25.6-31.9)  28(25.4-32.4)  28(25.9-31.4) 0.6
6.6 (6.2-7.6) 6.6 (6.2-7.6) 6.6 (6.3-7.6) 05
6.3 (5.8-7.23) 6.2 (5.9-7.4) 6.4 (5.8-7.2) 0.9

CAPILLARYS (HbA1c), % 6.1(5.7-6.9) 6.1 (5.7-7.05) 6.2 (5.7-6.9) 0.6
102 (93-122) 102 (88-132) 102 (95-117) 0.4
165 (140-189) 166 (139-194) 157 (139-175)  0.003
152 (107-205) 148 (106-194) 155 (116-212) 0.8
50 (43-61) 55 (47-65) 45(38-51)  <0.0001
76 (50-103) 81 (48-114) 72 (54-95) 0.07
73 (38) 46 (37) 27 (39) 0.9
32(19) 25 (25) 7(11) 0.04
76 (51) 46 (53) 30 (49) 0.7
15(10) 8(9.2) 7(12) 04
111 (75) 69 (79) 42 (69) 0.2
23 (19) 17 (19) 6 (10) 0.2

En la comparacién del peso de los pacientes, el valor que se obtuvo para las mujeres
fue de 60-78 kg y en hombres de 63-85. Al analizar el IMC (indice de masa corporal)
gue es una medida de mayor correlacion con sobrepeso y/u obesidad (grafico 2),
ninguno de los pacientes se encontraba por debajo de su peso, lo que indica que
no tienen riesgo de padecer desnutricion. El porcentaje de mujeres que se
encuentran en el rango normal es de 22.5 y para hombres de 15.5, sin diferencia
entre sexos, por lo que aproximadamente el 20% de la poblacién del HUP se
encuentra en su peso ideal y menor riesgo de desarrollar complicaciones de salud
por causa de diabetes.

Para los pacientes que se encuentran en sobrepeso la incidencia fue mayor en
hombres que en mujeres en una relacion 36.7% para mujeres y 48.3% para
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hombres, pero los valores se invierten al pasar a obesidad en la cual las mujeres
tienden aumentar el porcentaje y los hombres disminuyen en una relacion 40.8%
para mujeres y 36.2% para hombres. Esto puede deberse a que la obesidad y el
sobrepeso afectan a todas las etapas de la vida, y sobre todo los pacientes con la
edad descuidan tanto su peso como su forma de comer y a esto se suma la falta de

actividad fisica, lo que hace de la diabetes una situacion mas dificil de tratar.

IMC

50
45
40
35
30
25
20
15
10
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0

%

% MUIJERES % HOMBRES
i BAJO PESO 0 0
i NORMAL 22.5 15.5
# SOBREPESO 36.7 48.3
#@ OBESIDAD 40.8 36.2

CLASIFICACION DE IMC (NOM 043 SSA2-2012)

#BAJOPESO W NORMAL ®&SOBREPESO & OBESIDAD

Grafico 2. Clasificacion del IMC basados en la NOM-043-SSA2-2012.

Se determind que la obesidad es un factor critico para pacientes que padecen
diabetes lo cual indica que la alimentacion que se lleva no es la adecuada, una dieta
rica en carbohidratos y lipidos provoca que la regulacion no se lleve a cabo de
manera adecuada en el paciente. Mantener los niveles de glucosa en sangre dentro
de los valores normales es un reto para los pacientes, ya que su regulacion de
glucosa en sangre se hace practicamente imposible por la accion de la insulina. Por

ello se analiz6 la glucosa sérica en ayunas.
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En cuanto a la glucosa en ayunas (grafico 3), se observdé que el promedio de
glucemia en ayunas en la poblacién general presentd un valor de 102 mg/dL, donde
el intervalo normal para las mujeres fue de (88-132) y para hombres de (95-117) sin
significancia estadistica (p >0.05). De acuerdo al criterio de clasificacion de la ADA,
2017, se observa mayor incidencia de Diabetes mellitus en mujeres, mientras que
en hombres se observé una mayor prevalencia de riesgo incrementado de diabetes,
sin embargo debe tomarse en cuenta que esto es basados Unicamente en la glucosa

sérica, y no es una prueba confirmatoria de diabetes.

GLUCOSA SERICA EN AYUNAS

42.9 43.2

45
40
35
30
25
20
15
10

%

TOTAL MUIJERES % HOMBRES %
CLASIFICACION

m POR DE BAJO DEL LIMITE INFERIOR <70 mg/dL

m ADECUADO (70-99 mg/dL)

® RIESGO AUMENTADO DE DIABETES (100-125 mg/dL)
DIABETES MELLITUS >126 mg/dL

W EXCLUSION

Grafico 3. Glucosa sérica en ayunas basada en la clasificacion de la ADA 2017

Los puntos de corte utilizados se muestran en la misma tabla y son los establecidos
por la ADA (2017). Se observa que hay mayor incidencia en mujeres para
diagndstico de diabetes mellitus con un 22.2% contra un 14.8% en hombres, aunque

los hombres muestren un incremento en riesgo aumentado de diabetes, esto
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significa que si se tiene una dieta adecuada podrian disminuir estos valores de

riesgo.

Se resalta que el estudio de glucosa sérica en ayunas no es muy preciso porque la
glucosa varia de un individuo a otro en el dia y es alterada por otros factores como
el estrés, ejercicio y la medicacion, aunque el objetivo es mantener los niveles de
glucosa plasmatica dentro del intervalo adecuado (70-99 mg/dL) para poder

disminuir el riesgo de padecer complicaciones microvasculares.

Basarse solo en la glucosa sérica no es factible para determinar si el paciente
presenta riesgo de padecer complicaciones microvasculares. Por ello siguiendo el
objetivo del presente trabajo se compararon los métodos utilizados para la

determinacién de HbAL utilizando la clasificacién de la ADA 2017 (grafico 4).

59.46

60 54

47.4

50 42.8

40
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10 3.1

%MUIJERES %HOMBRES %MUJERES =~ %HOMBRES %MUJERES %HOMBRES

ADVIA 1800 = ADVIA 1800 D-10 D-10 CAPILLARYS CAPILLARYS
METODOS

BENORMAL  ®@RIESGO AUMENTADO DE DIABETES i DIABETES

Grafico 4. Comparacion de los tres métodos basado en la clasificacion ADA 2017.

Es posible observar en el grafico que si se utiliza el equipo ADVIA 1800 (método
basado en inmunoensayos espectrofotométricos), para mujeres y hombres la
incidencia se encuentra en el rango de diabetes con 54% en mujeres y 59.46% para
hombres, dejando un porcentaje minimo de pacientes normales, en cambio si se
analiza por el equipo D-10 (método basado en la cromatografia), el porcentaje
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disminuye de un 54 a 42.85% en pacientes mujeres con diabetes y un 59.46 a 47.4%
en pacientes hombres con diabetes, mostrando un incremento de pacientes
normales de un 3.17 a 12.7 en mujeres y un 5.4 a 21.7 en hombres. Si simplemente
se compararan estos dos métodos se estimaria que el método cromatografico es
mas preciso para el control de los pacientes, sin embargo, comparando contra el
tercer método, el equipo Capillarys (método basado en la electroforesis) se observa
una disminucioén de 42.85 a 38% para mujeres y de 47.4 a 46% para hombres en el
rango de diabetes y un incremento de pacientes normales de 12.7 a 18.3% en
mujeres y de 21.7 a 24.3% en varones, mostrando que el método que muestra
mejorias en las determinaciones de HbAlc es el electroforético utilizando el equipo

Capillarys.

Para decidir si estas diferencias son realmente significativas, se utilizé la prueba de
Friedman y comparaciones bivariadas por pares, obteniendo la informacién

mostrada en el gréfico 5.

<0.0001

<0.0001 <0.0001
|| I

-

% de hemoglobina glucosilada

ADVIA 1800 D10 CAPILLARYS

Gréafico 5. Comparacién de los porcentajes de HbAlc entre los distintos métodos
de medicién. Se muestran medidas y rangos intercuartilicos. Los valores de HbAlc

son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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De acuerdo con este analisis, no existe correlacion entre los tres métodos
empleados y los tres métodos son diferentes, y ya que utilizan metodologias
diferentes, significaria que cada metodologia es independiente y Unica. La pregunta

seria ¢, cual método seria mas adecuado para la determinacion de la HbAlc?

Para contestar a esta pregunta, se utilizaron las formulas empleadas para la
determinacion por cada equipo. Para el equipo Advia 1800 (método

inmunoenzimatico) la formula empleada para la determinacion de HbAlc es:
HbAlc = HbAlc / Hb Total

Como se sabe, la hemoglobina total incluye a la HbA, HbF y HbA2y otras variantes
de Hb, si el pacientes presenta hemoglobinopatias, en donde la Hb A incluye a la
HbAlc y otras hemoglobinas glicosiladas. Por ello al realizar la medicién, el valor
aumenta ya que no toma solo la HbAlc que es la que indica el promedio de glucosa
en sangre en 3 meses, sino el total de las hemoglobinas glicadas.

Para el equipo D-10 (métodos HPLC) la férmula empleada es:
HbAlc = HbAlc area/ Z HbA area

Separa la fraccion Alc basandose en la afinidad de cargas y lo divide entre la Hb A
en las que se incluyen HbAo, HbA1 y las hemoglobinas glicadas en el extremo N-
terminal (HbA1a, HbA1b, HbAic) lo que hace que el valor disminuya y sea mas
preciso. Aungque es necesario considerar que la interferencia de las HbAo, HbA1

causa inexactitud en el resultado obtenido.

El equipo Capillarys (método electroforesis) se basa en la férmula de la IFCC:

HbA1c = HbAlc/ [HbAo + HbALC]

Utiliza una formula estandarizada precisa donde no interfieren mas variantes de
hemoglobina como Hb carbamilada o acetilada separandolas por corrimiento
electroforético, lo que otorga mayor precision y exactitud de la prueba, resultando
de ello que los resultados muestren valores mas bajos y superiores al nivel esperado

como meta para el diagndstico y control.
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De esto se desprende entonces, resumiendo, que los tres métodos son diferentes,
los tres son utiles, y cualquiera de ellos que se tenga disponible en el laboratorio de
analisis clinicos, tomando en cuenta las consideraciones anteriores, podria

utilizarse sin problema.

Como una opcion para reforzar el diagnostico independientemente del equipo que
se utilice para la determinacion de HbAlc, se procedido a analizar si existian
variantes de lipidos en asociacidon con Diabetes mellitus. Los valores de los
parametros a analizar se clasificaron en grupos basados en la NOM-037-SSA2-

2012 para la prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias (grafico 6).
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Gréafico 6. Clasificacion de colesterol basado en la NOM-037-SSA2-2002.

Se mostré una mayor incidencia de alto riesgo en mujeres con diferencia entre
hombres y mujeres (p <0.05), lo que podria deberse a que en la poblacion en la cual

se realizo el estudio, las mujeres son en mayor porcentaje diabéticas.

En contraste con lo encontrado en el colesterol total, los triglicéridos (grafico 7), se

encuentran mas aumentados en hombres que en mujeres (alto riesgo) en un 25%
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vs 33%, lo que difiere del estudio de Fernandez y Cayao (2015) &, quienes

obtuvieron una mayor prevalencia de hipertrigliceridemia en pacientes hombres.
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CLASIFICACION
Grafico 7. Clasificacion de triglicéridos basado en la NOM-037-SSA2-2002

En lo referente a colesterol HDL (gréfico 8), el promedio fue de 45 mg/dL en hombres
y 55 mg/dL en mujeres y un promedio total de la poblacion de 50 mg/dL superior a
los limites inferiores de riesgo y a lo reportado por Fernandez y Cayao (2015) (8l

quienes sefalan una media de 43.32 mg/dL.

Utilizando la clasificacién de la NOM-037-SSA2-2012 para observar la prevalencia
por género, se aplicaron los valores de colesterol HDL en nivel recomendable >35
mg/dL y alto riesgo <35 mg/dL. Como se sabe el colesterol HDL o comunmente
colesterol bueno, entre mayor nivel menor riesgo de complicaciones
microvasculares y macrovasculares. Utilizando los rangos, se muestra que los
hombres presentan niveles bajos de colesterol HDL (15%) en comparacion con las

mujeres (8%), con significancia estadistica (p <0.05).
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Grafico 8. Clasificacion de colesterol HDL basado en la NOM-037-SSA2-2002

En el caso del colesterol LDL (gréfico 9), se obtuvo un promedio de 76 mg/dL en el
total de la poblacion, y 72 mg/dL para hombres contra un 81 mg/dL en mujeres,
muy por debajo de lo obtenido por Fernandez y Cayao (2015) ® que es de 116.76
mg/dL.

Al relacionar el colesterol LDL con el género con base en la NOM-037-SSA2-2002
se encontré que el género femenino tiene mayor prevalencia de colesterol LDL
obteniendo un 2% para mujeres en el rango de alto riesgo contra un 0% en hombres,
sin embargo estos valores estadisticamente no son diferentes (p > 0.05), de la
misma manera, en el rango limitrofe la prevalencia es mayor en mujeres con un 9%
contra 3% en los hombres, nuevamente diferente al estudio realizado por Fernandez
y Cayao (2015), [¢ en donde se obtuvo mayor prevalencia en mujeres (19.8%) que
en hombres (13.5%).
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Grafico 9. Clasificacion de colesterol LDL basado en la NOM-037-SSA2-2002

Finalmente, en el grafico 10 se muestran las comparaciones de los porcentajes de
HbAlc tomando en consideracion los estados de nutricion (peso normal, sobrepeso
y obesidad) en pacientes con y sin dislipidemia mixta, encontrando que los
porcentajes de HbAlc no son estadisticamente diferentes entre los pacientes con
sobrepeso u obesidad y los pacientes con peso normal. Pero cuando se evalud la
interaccion del estado de nutricion y la dislipidemia mixta, si se observaron cambios
en los valores de la HbAlc en todos los métodos. Sugiriendo que el IMC y las
alteraciones de los TGL y el colesterol influyen en la glucemia de los pacientes.

Sin embargo, estos resultados deben ser tomados con cautela, ya que al tratarse
de un estudio transversal, no es posible saber a ciencia cierta si son los triglicéridos
o el colesterol quienes afectan ala HbAlc, o es la HbAlc quienes afectan los perfiles
de lipidos.
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IX. CONCLUSION

La poblacion estudiada se caracterizo por presentar una prevalencia alta de HbAlc,

siendo mayor en mujeres que en hombres en una relacion 2:1 en el HUP.

La HbAlc al ser evaluada por tres metodologias diferentes, se concluye que los
meétodos son estadisticamente diferentes con significancia estadistica p<0.05 entre
cada método, las diferentes metodologias y el equipo utilizado tiene variabilidad

debido a la férmula aplicada para determinar el nivel de HbAlc.

El método que mostré mayor precision y exactitud para la determinacion de HbAlc
fue el método electroforético utilizando el equipo Capillarys de la casa comercial
Sebia, el cual separa las fracciones de hemoglobina por su corrimiento
electroforético, haciendo mas preciso el valor obtenido, porgue solo toma en su
férmula el valor de HbAlc y no otras variantes de hemoglobinas glicadas, sin
embargo, es necesario considerar si vale la pena realizar una medida mas precisa
a costa de modificar significativamente el diagnéstico y control del paciente que

podria colocar al paciente en una clasificacion errénea.

El estado de nutricion y la dislipidemia mixta influyen en la glucemia de los
pacientes, permitiendo reafirmar que existe una relacion significativa entre la HbAlc

y el perfil de lipidos.

Analizando los grupos la relaciéon HbAlc vs perfil lipidico, el nivel de HbAlc
aumenta en mujeres con edades avanzadas. Por lo que el riesgo de diabetes es
mayor a mayor edad del paciente en la poblacion del HUP muestreada.
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Anexo 1.

ANEXOS

DATOS DE CONTROL DE CADA EQUIPO PARA DETERMINACION DE HbA1c

METODO

ESPECTROFOTOMETRICO

CROMATOGRAFICO

EQUIPO

DENOMINACION

ADVIA 1800

DCA SYSTEMS

D-10

Lyphocheck Diabetes Bi-Level

CAPILLARYS

MULTI-SYSTEM Hb Alc
CAPILLARY CONTROLS (2

HEMOGLOBIN Alc (2 Control, 6 x 0.5 Ml level
levels) evels)
LOTE 135 33941 03117/xx
CADUCIDAD 2020/06 26/09/2018 2020/09
LIMITE INFERIOR 4.2 224 4.8 +0.6
CONTROL 1
(BAJO) MEDIA 5.2 33.3 54 54
LIMITE SUPERIOR 6.2 44.3 6 +0.6
UNIDADES % mmol/mol % %
CONCENTRACION | === | eeee- 36 £ 6 mmol/mol
LOTE 135 33942 06117/xx
CADUCIDAD 2020/06 20/09/2018 2020/09
LIMITE INFERIOR 8.3 67.2 8.4 +0.7
CONTROL 2
(ALTO) MEDIA 104 90.2 9.6 8.3
LIMITE SUPERIOR 12,5 113.1 10.8 +0.7
UNIDADES % mmol/mol % %
CONCENTRACION | === | emee- 67 £ 7 mmol/mol
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Anexo 2.

DATOS DE CALIBRADOR DE CADA EQUIPO PARA DETERMINACION DE HbA1c
METODO ESPECTROFOTOMETRICO CROMATOGRAFICO
EQUIPO ADVIA 1800 D-10
DENOMINACION
Alc_3 CAL CALIBRADOR NGSP HbA1c Hb Alc CALIBRADOR
LOTE 7ED129 AA70313 06096/xx
CALIBRADOR | CADUCIDAD 01/08/2019 30/04/2019 2021/07
1 CONCENTRACION Alc_3/Alc_3M=2.67 5.4 35.8
UNIDADES mmol/mol % mmol/mol
LOTE 7ED229 AA70314 07096/xx
CALIBRADOR | cADUCIDAD 01/08/2019 30/04/2019 2021/07
2 CONCENTRACION Alc_3/Alc_3M=3.84 10.8 84.5
UNIDADES mmol/mol % mmol/mol
LOTE 7ED329 | e e
CALIBRADOR | CADUCIDAD 01/08/2019 | e | e
3 CONCENTRACION Alc_3/Alc_3M=504 | = e | amee
UNIDADES mmol/mol | e e
LOTE 7ED429 | e e
CALIBRADOR | CADUCIDAD 01/08/2019 | e e
4 CONCENTRACION Alc_3/A1c_3M=6.70 | = - | e
UNIDADES mmol/mol | e | e
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Anexo 3.

DATOS DE REACTIVO DE CADA EQUIPO PARA DETERMINACION DE HbA1c

METODO

ESPECTROFOTOMETRICO

CROMATOGRAFICO

EQUIPO

DENOMINACION

ADVIA 1800

Alc_3

D-10

TAMPON DE ELUCION 1

CAPILLARYS

TAMPON/BUFFER

Tampon para el analisis de
la HbAlc mediante

uso Reactivos Alc_3 de hemoglobina No indica electroforesis capilar.
2000 mL de tampon Bis-Tris/fosfato
PRESENTACION No indica con pH 6.0 700 mL
LOTE 370 AA70307 02018/01
CADUCIDAD 2019/02 01/09/2019 2021/01
DENOMINACION Alc_3R1 TAMPON DE ELUCION 2 SOLUCION HEMOLISANTE

Reactivo aglutinador/hemoglobina

Para la dilucidny la

Uso total 1 No indica hemolisis de la sangre total
1000 mL de tampdn Bis-Tris/fosfato
PRESENTACION 2 x 8.0 Ml con pH 6.7 700 mL
LOTE 370 AA70308 30117/80
CADUCIDAD 2019/02 31/08/2019 2020/11
DENOMINACION Alc_3 R2 SOLUCION DE LAVADO/DILUYENTE SOLUCION DE LAVADO

Para lavar los capilares
después de la separacion

uUso Reactivo de anticuerpos 2 No indica electroforética de HbAlc
Concentrado de 75 mL.

Diluirlo en agua inyectable
hasta un volumen final de

PRESENTACION 2x6.0mL 1600 mL de agua desionizada. 750 mL

LOTE 370 AA70361 08038/01

CADUCIDAD 2019/02 11/09/2019 2021/03

DENOMINACION Alc_3DENAT | e e

uso Reactivo desnaturalizante | e | e

PRESENTACION 1x31.0mL | e e

LOTE 370 | e e

CADUCIDAD 2019/02 | e e
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Anexo 4.

DATOS DE CONTROL PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES

METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA 1800 ADVIA 1800
ANALISIS GLUCOSA TRIGLICERIDOS COLESTEROL TOTAL
Lyphocheck Assayed Lyphocheck Assayed Lyphocheck Assayed
DENOMINACION Chemistry Control levels 1 | Chemistry Control levels 1 and | Chemistry Control levels 1
and 2 2 and 2
LOTE 26420 26420 26420
CADUCIDAD 30/09/2019 30/09/2019 30/09/2019
TG LMITEINFERIOR | === | eemee L eeees
1 MEDIA 86.7 185 264
LIMITESUPERIOR | == | e e
UNIDADES mg/dL mg/dL mg/dL
RANGO 76.2-97.1 71-200 245-283
LOTE 26420 26420 26420
CADUCIDAD 30/09/2019 30/09/2019 30/09/2019
ST LIMITEINFERIOR | === | ee=ee L e
2 MEDIA 273 102 108
LIMITESUPERIOR |  ==== | em=ee L eeees
UNIDADES mg/dL mg/dL mg/dL
CONCENTRACION 248-297 91-113 98.3-118
Anexo 5.
DATOS DE CALIBRADOR PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES
METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA 1800 ADVIA 1800
ANALISIS GLUCOSA TRIGLICERIDOS COLESTEROL TOTAL

DENOMINACION

Chemistry calibrator

Chemistry calibrator

Chemistry calibrator

CHEM_CAL CHEM_CAL CHEM_CAL
LOTE 1358088 1358088
31/03/2019 31/03/2019
CALIBRADOR |-ARUCIDAD /03/ /03/
DENOMINACION GLUH_c GLUOc | e e
CONCENTRACION 234 235 180 166
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UNIDADES mg/dL mg/dL ‘ mg/dL mg/dL
Anexo 6.
DATOS DE REACTIVO PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES
METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA 1800 ADVIA 1800
ANALISIS GLUCOSA TRIGLICERIDOS COLESTEROL TOTAL
DENOMINACION GLUH 3 Triglycerides_2 Reagent Cholesterol 2 reagent
Reactivos glucosa Reactivo de colesterol total
uso Hexokinase_3 Reactivo de trigliceridos
PRESENTACION No indica No indica No indica
LOTE 439435 441532 441116
CADUCIDAD 2020/03 2019/04 2019/07
Anexo 7.
DATOS DE CONTROL PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES
METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO | = -
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA1800 | e
ANALISIS c-HDL cLbL | e
Lyphocheck Assayed Lyphocheck Assayed
DENOMINACION Chemistry Control levels 1 Chemistry Control levels1 | -
and 2 and 2
LOTE 26420 26420 | e
CADUCIDAD 30/09/2019 30/09/2019 | @ -
LIMITEINFERIOR |  ===== | emeee L emeen
CONTROL
1 (BAJO) MEDIA 56.9 . R
LIMITESUPERIOR | === | === emees
UNIDADES mg/dL mg/dL | e
CONCENTRACION 47.8-66 119-167 | 0 e
LOTE 26420 26420 | e
CADUCIDAD 30/09/2019 30/09/2019 | @ -
LIMITEINFERIOR | === | === emees
CONTROL
2 (ALTO) MEDIA 24.1 576 | -
LIMITESUPERIOR | === | emeee e
UNIDADES mg/dL mg/dL | e
CONCENTRACION 19.7-26.5 46.8-684 | @ e
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Anexo 8.

DATOS DE CALIBRADOR PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES

DENOMINACION

HDL/LDL Cholesterol

HDL/LDL Cholesterol calibrator

METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO | = --—-
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA 1800
c-HDL c-LDL

ANALISIS

calibrator
LOTE 420308 420308 | e
CADUCIDAD 2019/04 2019/04 | @ -
CALIBRADOR | pENOMINACION Direct HDL HoL | -
CONCENTRACION 73 N/A 137 | e
UNIDADES mg/dL mg/dL mg/d. | -
Anexo 9.
DATOS DE REACTIVO PARA DETERMINACION DE ESTUDIOS ADICIONALES
METODO ESPECTROFOTOMETRICO ESPECTROFOTOMETRICO -
EQUIPO ADVIA 1800 ADVIA1800 |  --
c-HDL cLDL | e

DENOMINACION

Direct HDL Cholesterol

LD (L-P) Reagent

ANALISIS

Reactivos colesterol HDL

Reactivo de colesterol LDL

uso

PRESENTACION No indica Noindica | =
LOTE 439456 421344 |
CADUCIDAD 2019/03 2018/12 |
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Anexo 10.

Tabla utilizada en toma de muestra para obtener datos del paciente.

DATOS DEL PACIENTE PARA DETERMINACION DE HbAlc

SOLICITUD NOMBRE PESO TALLA EDAD
Kg cm

Anexo 11.
Tabla de resultados

FECHA:

RESULTADOS DE HbAlc

NUM. IDENTIFICACION | SEXO EDAD PESO TALLAcm | ADVIA1800 | D-10% | CAPILLARYS
Kg % %
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BASE DE DATOS

NUM.

SEXO

EDAD

PESO (Kg)

ESTUDIOS ADICIONALES

HBA1C
TALLA (cm) LU

CHOL TOTAL

TRIG

C-HDL

C-LDL

Anexo 12.
Base de datos en Microsoft Excel
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