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RESUMEN

En 10 familias con Diabetes Mellitus tipo I (DM-I), 20 individuos
afectados con DM-1, y 40 familiares (FAM), (5 individuos con DM-II y 35
individuos normales), se determiné la hemoglobina glucosilada (HbA,) por
un método cromatografico y otro colorimétrico, y los niveles de Glucosa
en ayunas. Como grupo Control se incluyeron 6 familias sanas (26
individuos). Como era Tlo esperado, los valores mis elevados de los
pardmetros estudiados se observaron en el grupo DM-I, seguido del grupo
FAM  DM-1I, HbA, Xts: 10.632.3 y  9.1+0.7%;  nmHMF (nmo 1
hidroximetilfurfural/g de Hb) Xts: 29.415.6 y 25.646.5 y Glucosa Xis:
153488 y 79.6+48.3 mg/d1 respectivamente, en los 3 casos la p contra los
grupos FAM Normales y Control fue < 0.001). Los grupos FAM Normales y
Control no mostraron diferencias estadisticamente significativas (HbA,
Xts: 6.331.0 y 6.2+0.8%; nmHMF Xts: 18.8+3.0 y 17.943.2 y Glucosa Xis:
88.41+22.6 y 83.9+15.1 mg/d1 respectivamente).

A1 analizar el grupo DM-I por subgrupos de acuerdo al grado de
control metabélico reflejado por 1la HbA, y considerando datos de
referencia reconocidos internacionalmente, el subgrupo A con valores <
8.0% (buen control), el subgrupo B, entre 8.0 y 11% (control intermedio),
y el subgrupo C >11.0% (mal control), con el método cromatogrifico se
identificaron 4 (20%)," 7 (35%) y 9 (45%) individuos respectivamente,
mientras que con método colorimétrico se identificaron 3 (15%), 16 (80%)
y 1 (5%) individuos. E1 mismo andlisis en el grupo FAM normales y
control, mostré por el primer método 3 y 1 individuos en el subgrupo B
y por el segundo todos quedaron incluidos en el subgrupo A. Los estudios
confirmatorios revelaron DM-II en los 3 primeros, y en el (1timo una
curva de tolerancia a la glucosa anormal. Estos datos indican, que ain
cuando existe una alta correlacién entre el método cromatogriafico y el
colorimétrico (r= 0.8 y p< 0.001), capaz de distinguir los individuos con
DM-1 o DM-II de Tlos Controles y de sus familiares, el segundo carece de
sensibilidad cuando los pacientes se encuentran en mal control.

Por otra parte, el coeficiente de variacién intrafamiliar (cvi) de
la HbA, en 6 de las 10 familias con DM-I estudiadas, 5 mostraron un alto
cvi, X=19.8%, mientras que de las familias control, 4 mostraron cvi <10%
y 2 valores elevados 17.8%.y 10.96%, el padre en ambas familias mostré
alguna anormalidad, HbA, elevada el primero (8.7%) e hipoglucemia el
segundo (45 mg/d1) el primero corresponde al individuo identificado en el
subgrupo B descrito previamente y el sequndo los estudios confirmatorios
revelaron que la curva de tolerancia era anormal. Estos datos sugieren
que cuando existe algin grado de susceptibilidad genéticamente
determinada se observa un mayor cvi en los niveles de HbA, que permite
distinguir a los individuos con DM-1 o DM-II de Tos controles y alin de
sus familias.
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ANTECEDENTES

La Diabetes Mellitus (DM) es una entidad determinada por diferentes
factores genéticos y ambientales, con alteraciones en la sintesis,
estructura o funciéon de insulina, o de sus receptores, lo gque se
manifiesta con diferentes alteraciones bioquimicas, principalmente
incremento de glucosa sanguinea (1). La prevalencia de 1la Diabetes
Mellitus es dificil de estimar debido a que las frecuencias difieren de
acuerdo a la raza, edad y sexo (1,2,3).

La clasificacidon mds utilizada se basa en el fenotipo clinico del
paciente, reforzado por la patogénesis de la hiperglucemia, (Tabla l)ven
dos grandes grupos: A) Primarias; Diabetes Mellitus Insulino Dependiente
(DM-1), Diabetes Mellitus Insulino Independiente {(DM-11) y B) Secundarias
(1,4,5,6).

A) Diabetes Primaria
i Melli i lino- i -

Los pacientes con OM-I generalmente son delgados, 1la
administracion de insulina previene el desarrollo de cetosis, usualmente
son menores de 30 afios, ambos Sexos estdn igualmente afectados, el 10% de
los pacientes tienen un familiar diabético.

La hiperglucemia produce glucosuria, poliuria, polidipsia, pérdida
de peso a pesar de polifagia, visién borrosa y fatiga (1,3,4,5).

La DM-1 necesita de una base genética permisiva y un activador
ambiental. E1 mecanismo etiopatogénico es la destruccién de las células

8 de Langerhans por un proceso autoinmune (1,7,8).




Diabetes Mellitus Tipo II {Insulino-Independiente, DM-11)

Algunos pacientes con esta enfermedad buscan atencidén por sintomas
como glucosuria; muchos otros son captados durante el curso de
investigaciones ginecoldgicas, oftamologicas, cardiovasculares,
revisiones periddicas o por asociacion con otras enfermedades (1,4).

tos individuos son usualmente obesos, se desarrolla cetosis
solamente cuando hay estres, habitualmente los pacientes inician a una
edad mayor de 30 afos, existe un porcentaje mayor de mujeres afectadas
que de hombres (1,4,5).

La hiperglucemia en DM-1I es el resultado de la combinacidn de una
deficiencia de insulina y resistencia a la accion de estd misma. 'La
deficiencia de insulina es ocasionada por una alteracidn-en las células
beta del pdncreas con pérdida progresiva de respuesta a la glucosa. La
resistencia a la accion de insulina es debida a la disminucidén en el
numero de receptores para insulina en la membrana citoplasmdtica de
células blanco, o a blogueos post- receptor para el metabolismo de
glucosa intracelular (1,4,5,8,9).

B) Diabetes Secundarias

Denota el grupo de pacientes en quienes la hiperglucemia se
desarrolla como consecuencia de otras enfermedades, o por terapias con
drogas. Hay numerosas condiciones que ocasionan la diabetes secundaria,
las mds comunes son: Desérdenes Pancredticos, Desdrdenes Hormonales,
Drogas, Receptores de Insulina, Sindromes Genéticos, y Desnutricién

severa (1,4,5).



Tabla 1. CLASIFICACION DE DIABETES MELLITUS DE ACUERDO A SU

ORIGEN.

PRIMARIA

CARACTERISTICAS

TIPO I. Insulino dependiente
1)

(DM-

Delgados, cetosis sin insulina
Usualmente < 30 aios
Hombres=Mu jeres

TIPO II. Usualmente obesos, cetosis solamente
Insulino independiente con tension, usualmente > 30 afios
(DM-11) mujeres > hombres

SECUNDARIA

CARACTERISTICAS

Enfermedades pancredticas
Exceso hormonal
Drogas

Indisponibilidad del receptor a
insulina

Sindromes genéticos

Otros

Pancreatectomia, pancreatitis
cronica, carcinoma fibrosis
quistica, hemocromatosis.

Sindrome de Cushing, acromegalia,
feocromacitoma aldosteronismo,
glucagonoma. .

Glucocorticoides, diuréticos,
anticonceptivos orales, dilantin,
antidepresores triciclicos etc.

Con o sin anticuerpos circulantes.

Hiperlipemias, distrofia mioténica,
lipoatrofia, ataxia de Friedreich,
sindrome de Prader Willi, sindrome
de Turner etc.

Principalmente desnutricién.




DESARROLLO DE DM-1

‘E1 desarrollo de Ja DM-I se divide en seis estadios, iniciando con
la susceptibilidad genética y finalizando con la destruccion completa de
las células B (10).

E1 primer Estadio es Ta susceptibilidad genética, algunos sujetos
genéticamente susceptibles tienen una activacidn hipotética (Estadio I,
y desarrollan una actividad autoinmune (Estadio ITI), inicialmente adn
los pacientes con anormalidades inmunolégicas tienen secrecién normal de
insulina. ODurante el Estadio IV se va perdiendo progresivamente la
secrecion de insulina a pesar de Jlos niveles normales de glucosa en
sangre. En el Estadio V, la diabetes es clinicamente reconocida ain
cuando hay secreciones bajas de insulina, desarrollindose hiperglucemia,
el Estadio VI se caracteriza por una destruccién completa de las células
B y aparicion de complicaciones secundarias (10).

ESTADIO I. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA |

La predisposicién genética para DM-I se asocia con la region HLA-D
del complejo mayor de histocompatibilidad que comprende tres loci: bP, DQ
y DR Tos dos ultimos relacionados con la Diabetes (1, 11, 12).

Hace tiempo se descubrié que los genes que determinan las proteinas
(Antigenos). DRI, DR3 y DR4 estan presentes en mis del 90% de los
individuos con DM-1 (1, 8, 10-16) mientras que DR2 y DR5 rara vez se
encuentran (13, 14). Este hallazgo sugiere que los genes DR1, DR3 y DR4
aumentan la predisposicion a la diabetes o que su herencia esta ligada a

un gen "sensibilizador", y los antigenos DR2 Yy DR5 confieren cierta




proteccion contra la enfermedad (13, 14).

E1 gen DR4 suele ir ligado al gen que codifica para una proteina
DQ: la DQw3.2 (w constituye una designacidn provisional). Los individuos
que heredan este arreglo genético son mds propensos a sufrir diabetes, la
sensibilidad a 1a enfermedad parece estar determinada por el aminodcido
57 de la cadena B de la proteina DQ, cuando esta posicidn se encuentra
ocupada por el dcido aspdrtico la probabilidad de desarrollar la diabetes
es baja y cuando esta ocupada por valina o serina el riesgo aumenta (14,
16).

Se puede concluir que la predisposicidn genética para desarrollar
DM-1 es necesaria, pero no suficiente para el desarrollo de 1la
enfermedad. Podria ser que la susceptibilidad para una respuesta inmune
anormal, y a autoinmunidad endécrina son los factores heredados.
ESTADIO II. ACTIVACION DE LA DM-I

Basados en algunas observaciones se ha sugerido 1a participacién de
factores ambientales (virus y algunas drogas) en la activacién del
proceso de autoinmunidad contra células B en los islotes del pdncreas.
Es dificil establecer el agente primario de los factores ambientales
diabetogénicos ya que actian durante afios antes de ‘desarro11ar
hiperglucemia (1, 7, 10).

Una Tesién temprana en todas las formas de diabetes es la pérdida
de la liberacidn de insulina inducida por glucosa

(1, 4, 10).




ESTADIO III. PROCESO AUTOINMUNE

La causa primaria para el desarrollo del proceso autoinmune en DM-I
es desconocida, sin embargo, los estudios se han enfocado en dos areas de
interés: 1) E1 desequilibrio en inmunoregulacién debido a anormalidades
en la funcién supresora de células T, y 2) la aparicion de moléculas HLA
de la clase II sobre la superficie de células B en el pdncreas, donde
normalmente no se encuentran (1, 10, 14).

Se han postulado dos hipdtesis que explican el desarrollo del
proceso autoinmune, pero a la fecha no han sido completamente comprobadas
(1, 14, 17, 18).

ESTADIO 1V. PERDIDA PROGRESIVA DE SECRESION DE INSULINA

Este Estadio se caracteriza por una inflamacién de los jislotes
(insulitis) con pérdida especifica de muchas células B productoras de
jnsulina. Muchos pacientes diagnosticados tempranamente como DM-1 tienen
anticuerpos contra las células de los islotes (Acl), autoanticuerpos
reactivos contra la superficie de los islotes (AcSI), o autoanticuerpos
anti-insulina (AcAI). Ante§ de que se manifieste clinicamente 1la
enfermedad, existe un perijodo de latencia prolongado, identificado por la
deteccidn de Acl y/o AcAl, y por disminucidn de la secrecién de insulina
durante fases tempranas en la respuesta a glucosa intravenosa. Varios
grupos demostraron que Acl y AcAl pueden ser utilizados como marcadores

predictivos para DM-1 (7, 19-24).




ESTADIO ¥ DIABETES DECLARADA

En el Estadio V las células B se han destruido de un 80% a un 90%
y no existe la insulina suficiente para controlar los niveles sanguineos
de glucosa, atin cuando, muchas células de los islotes producen glucagon,
somastostatina, y otros polipéptidos.

Durante el tiempo que ocurre la destrucci6n extensiva de células B
se inicia el desarrollo de hiperglucemia, (manifestacién principal de la
DM), debido a que no se introduce glucosa a las células, y no se produce
suficiente energia, lo que conduce a fatiga. Cuando la glucosa no entra
en la célula, aparece una sensacion de hambre y el individuo come de mds
(Polifagia). Al disminuir los niveles de insulina, el glucégeno es
degradado para proveer glucosa, las grasas son convertidas en energia y
los aminodcidos son transformados por vias anabdlicas a glucosa y
energia, para satisfacer las demandas energéticas de las células, asi se
incrementan los niveles de glucosa y de metabolitos intermediarios los
cuales tampoco son utilizados para abastecer las necesidades de 1las
células corporales por la falta de insulina, volviéndose un circulo
vicioso (5).

Esta sobrecarga de glucosa circulante al pasar por el rifdn, no es
recuperada por completo, y una gran parte es desechada a la orina
(glucosuria), esto conduce a un aumento de la filiracién y etiminacion de
agua por la orina, con micciones repetidas (poliuria). Como hay pérdida
de agua por la orina, se presenta la sensacién de sed (polidipsia), para

recuperar los liquidos perdidos. Por lo tanto los sintomas clinicos que
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se presentan en DM-1 son: debilidad, poliuria, polidipsia, polifagia y
pérdida de peso (5).

Otra consecuencia metabélica en la DM es la formacidén de
cetodcidos o cuerpos cetdnicos qriginados por degradacion excesiva de
grasas almacenadas (5, 25).

CETOA SIS

La cetoacidosis puede ocurrir en cualquier época de la vida de los
pacientes con DM-I. Como los niveles de azicar circulante aumentan
debido a la falta de insulina, el organismo pierde cantidades enormes de
liquido, el paciente esta deshidratado. E] ofganismo degrada grasas en
un intento por conseguir energia, produciendo los cuerpos ceténicos que
son los productos finales de la degradacién incontrolada, acumuldndose en
la sangre y desechdndose en la orina (Cetonuria). Conforme se degradan
las grasas se forman mas cuerpos ceténicos y el paciente se deshidrata
mds adin, el medio sanguineo se vuelve dcido por los cuerpos cetdnicos
(Cetoacidosis), y los pacientes en este estado pueden llegar al coma ( 1,
5, 14).

ESTADIO VI COMPLICACIONES DIABETICAS

La dificultad principal de los pacientes diabéticos consiste en
tener un control metabdlico adecuado de glucosa con el fin de mantenerlos
asintomdticos y evitar la glucosilacion de proteinas por mecanismos no
enzimiticos, proceso que esta implicado en el desarrollo de
complicaciones secundarias (5, 26, 2B) como Retinopatias, Nefropatias,

Neuropatias, y Arteriosclerosis. Estas complicaciones tardias o de larga
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evolucion son generalmente mds serias que las complicaciones
anteriormente discutidas (5).

ET T

La retinopatia diabética se clasifica en: 1) retinopatia de fondo
menos severa y 2) retinopatia proliferativa (1, 5, 26).

La enfermedad de Ta retina es la mds seria de todas Tlas
comp]icacionés diabéticas del ojo. Los cambios iniciales se presentan
sutilmente, los vasos retinianos y su membrana basal de soporte se
debilitan y engruesan volviéndose frdgiles e incompetentes (5, 29).

La retinopatia proliferativa, causa principal de ceguera en DM-I es
debida a un proceso 1lamado neovascularizacién. Los vasos se rompen a
través de la vaina retiniana, dentro del fliido del ojo, coloreando el
vitreo de modo que se bloquea la visidén, proceso 1lamado hemorragia
vitrea. Afortunadamente Tlas hemorragias pequeiias son absorbidas en
algunos dias o semanas, ailn la hemorragia vitrea puede aclararse ya que
el Tiquido del ojo se cambia continuamente. Las hemorragias mayores en
vasos fragiles conduce a la formacidn de pequeias vetas oscuras ( 5, 26).

Si las hemorragias son lo suficientemente grandes para cubrir una
drea sensitiva, ello interfiere con la visién (5, 26).

NEFROPATIA

La complicaciéon mds seria de larga duracion en la DM-1 es la
Nefropatia, debida a una combinacidén de tres alteraciones como:

a) infeccién, b) esclerosis (endurecimiento de las pequefas arterias

renales) y c) dafio a los glomérulos (aparato de filtracién del riidn).
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La funcién de filtrar los productos de desecho de la sangre y retener los
elementos importantes para uso posterior se deterioran gradualmente,
estos cambios aumentan a menudo con 1a evolucién de 1a DM (1, 5, 30).

Al principio de las alteraciones, las proteinas gque por 1o comin
son retenidas por 1os rifiones, empiezan a aparecer en la orina en
cantidades crecientes (como por ejemplo albumina), y en la sangre se
retienen mds productos de desecho (1, 5, 30).
NEUROPATIAS

La causa principal de la neuropatia se desconoce, los sintomas més
comunes son entumecimiento moderado, hormigueo o dolor. Puede existir
una pérdida de la sensibilidad o dolor intenso. Estos sintomas no
dependen de la edad o sexo, y cualquier diabético puede presentar estas
manifestaciones, en contadas ocasiones, un periodo de "diabetes
incontrolada precede a la aparicién de los sintomas. Un posible origen de
estas complicaciones es por una via metabélica alterna descrita
recientemente como "La via del Sorbitol" (5, 25, 31).
ARTERIOSCLEROSIS

La DM produce alteraciones en el metabolismo de las grasas con
manifestaciones sistémicas de arteriosclerosis en arterias de mediano y
de gran calibre y lesiones especificas en las arteriolas que pueden
observarse en el fondo del ojo (18).

La arteriosclerosis esta caracterizada por la acumulacidn de
colesterol y de esteres de colesterilo y de lipoproteinas que contienen

Apo-B-100 en el tejido conjuntivo de las paredes arteriales. En las
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enfermedades en las cuales ocurren en la sangre concentraciones elevadas
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), 1lipoproteinas de baja
densidad ( LVL), y lipoproteinas de alta densidad (HDL) durante tiempos

prolongados, como se encuentran en DM (5).

GLUCOSILACION DE LA HEMOGLOBINA

La hemoglobina adulta (HbA, a, B8,) normalmente en presencia de
glucosa sufre un proceso de glucosilacién no enzimitica mediante Ya unién
del grupo amino terminal de la cadena B de la HbA, con el grupo aldehido
de la glucosa formando una base de Shiff (aldimina) altamente reversible
e inestable, por la presencia de un doble enlace, que posteriormente es
cambiado a un rearreglo de Amadori (cétoamina) por una reaccién de
reduccion lenta, este enlace es estable e irreversible, formando asi la

hemoglobina glucosilada (HBA, ) (Esquema 1) (28, 33, 34, 35, 36).




Esquema 1. FORMACION DE HEMOGLOBINA GLUCOSILADA

HC=0 HC=N-BA CH,N+H BA
! ! |
HCOH HCOH C=0
| | !
HOCH HOCH HOCH
| rapido |- Tento !
B-NH, + HCOH HCOH HCOH

! | l
HCOH HCOH HCOH
I | |
CHOH - CH,O0H CH,0H
Glucosa Aldimina Cetoamina

(Base Shiff) (Rearreglo
Amadori)

Hb A, pre-Hbm Hb,;,

13
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En general, HbA, describe una porcién de la HbA,, que se modifica
por la adicién de diferentes azicares mediante un mecanismo no
enzimdtico, las formas HbA,, y HbA,, tienen azicares fosfatados (<1%), la
HbA,, manosa (1%) y 1a HbA, glucosa (33, 34). La sintesis de HbA, ocurre
continuamente en el eritrocito durante los 120 dias de su vida, y su
concentracion refleja el promedio de los niveles de glucosa en sangre
(33, 35, 36).

La HbA, ha sido utilizada por mds de una década para monitorear e}
control metabdlico (2 a 3 meses previos) de la glucosa sanguinea en
pacientes con DM, sin llegar a discernir la DM-1 de la DM-II (33, 34,
35).

Se ha reportado una alta correlacidén entre los valores de glucosa
sérica y Jos de HbA, (33, 37). La cuantificacién de otras proteinas
glucosiladas permiten monitorear tiempos mds cortos del control
metab6lico, por ejemplo las proteinas séricas permiten evaluar de 15 a 20
dias, y distinguen entre DM-I y DM-II (37}, la calmodulina plaquetaria
puede evaluar de 10 a 14 dias ain cuando no depende del estado glucémico
del individuo (38). La Asociacién Americana de Diabetes establece los
siguientes valores de HbA, como un valor indicativo del grado de contro]
metabélico en pacientes con DM-1: en buén control <8.0%, en control
intermedio entre 8 y 11% y sin control >11¥ (39). Recientemente, se
desarolld un método inmunoldégico para cuantificar los productos
terminales de la glucosilacién progresiva en Hb (Hb-AGF), util para

evaluar la contribucidn de la glucosilacion gradual en complicacidnes
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diabéticas (40).

La HbA, se ha empleado ademds como prueba de tamizaje de DM en
estudios epidemiolégicos en individuos no diabéticos, han mostrado una
distripucion normal con ligeros incrementos en individuos con varios
factores de riesgo (edad, obesidad, historia familiar de diabetes, e
hijos con alto peso al nacimiento} (41, 42, 43, 44) La validez de la
HbA, para el control metabélico o para la deteccién de DM depende en gran
parte del método utilizado para medirla, algunos requieren de aparatos
sofisticados que quedan fuera del presupuesto de laboratorios clinicos de
primero y segundo nivel de atencién médica, otros basados en colorimetria
resultan sencillos y econbémicos, y otros mds, disponibles comercialmente,
porque son costosos para realizarse de manera cotidiana (43).
IMPORTANCIA DE LA CUANTIFICACION DE LA HbA,.- lLa importancia de conocer
los porcentajes de HbA, es resumida en los siguientes puntos:

1.- Para juzgar el grado de control de los niveles de glucosa.

2.- Para juzgar el manejo y control terapéutico.

3.- Para identificar sujetos tratados con insulina con alto riesgo de
hipoglucemia

VE AS NTIFICAC '

1.- E1 paciente no requiere ayuno previo a la toma de sangre

2.- Es formada lenta e irreversiblemente durante el periodo de vida del
eritrocito

- 3.~ Su formacion depende de la concentracién de glucosa en sangre y el

tiempo que se exponga el eritrocito.
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4.- Provee un control de glucosa de dos a tres meses precedentes a 1la
toma.
5.- No es modificada por fluctuaciones de glucosa en sangre
recientes o pasajeras.

6.- Mide la fracci6én de Hb unida a la glucosa.



— PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La HbA, ha sido utilizada como un indicativo del control metabdlice

en DM, ya que el nivel observado en un momento dado refleja lo ocurrido
en los t1timos 2 a 3 meses por lo que se recomienda mediria al menos una
vez cada 3 meses. Sin embargo, este procedimiento es caro por lo que su
uso en la medicina institucionalizada en nuestro pais es reducido. Dado
que se ha descrito un método colorimétrico sencillo, confiable y
econdmico (Parker et al, 1981), nos propusimos investigar, por una parte,
si realmente este método tiene las caracteristicas descritas y, por la
otra, si es suficientemente sensible para ser utilizado como indicativo
del control metabdlico en las c¢linicas de primero y segundo nivel. Para
ello seleccionamos familias con al menos 2 miembros afectados con DM-1 en
quienes ademds investigamos el grado de variacidén intrafamiliar en los
niveles de HbA, (en los sanos) y la posibilidad de detectar tempranamente

a individuos afectados.



HIPOTESIS
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HIPOTESIS

La HbA,, cuantificada por el método colorimétrico es suficientemente

sensible para identificar pacientes con DM-1 en mal control.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1.- Evaluar la HbA, en pacientes con DM-1 e individuos normales con
los métodos colorimétrico y cromatogrifico.

2.- Comparar la confiabilidad de los valores de HbA, obtenidos por
ambos métodos.

3.- Analizar si los valores de HbA, de los familiares sanos en
familias con DM-1 son diferentes a los valores de las familias normales.

4.- Investigar la variabilidad intrafamiliar de los niveles de HbA,,
en familias con DM-1.

5.- facilitar las condiciones de trabajo del método colorimétrico
de manera que pueda implementarse en laboratorios de primero y segundo

nivel de atencidén médica.



MATERIAL
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MATERIAL

E1 trabajo se realizé en 10 familias con DM-I, que incluyen a 20
individuos con DM-I y 40 familiares (FAM}, estos ultimos estan divididos
en S individuos con DM-II y 35 Normales. E1 diagndéstico de DM-1 o DM-1I
fué vrealizado por el Servicio de Endocrinologia del Hospital de
Especialidades del CMND, IMSS. Adicionalmente, se estudiaron 26
individuos de 6 familias sin antecedentes de DM como grupo control (Tabla

11, Figuras la-c).

Tabla II. DISTRIBUCION DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS

FAMILIAS GRUPO n
10 DM-1 20
F=16
M= 14
DM-11 5
F=3
M=2
FAM
35
NORMALES F =20
M=15
6 26
CONTROL F =16
M =10

TOTAL 16 86



METODOS
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METODOS
Se obtuvieron muestras de sangre periférica (6-10 m1), por puncidn
venosa en tubos con y sin anticoagulante. En Tas muestras obtenidas se
realizaron las siguientes pruebas:
1.- GLUCDSA, por el método enzimdtico con GOD-PAD (Glucosa Oxidasa) 2.-
HbA,, por Cromatografia de intercambio iénico.

3.- HbA,, por el método Colorimétrico.

1.- ESTIMACION DE GLUCOSA SERICA POR £L METODO ENZIMATICO
BECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Se tomaron aproximadamente 2 ml de sangre por puncién venosa sin
anticoagulante y se separé el suero para la determinacion de glucosa con
el Kit STANBIO GLUCOSA GOD-PAD (STANBIO™).

FUNDAMENTO

La glucosa en presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD) es
oxidada a dcido glucénico. E1 peréxido de hidrogeno formado, reacciona
bajo Ta influencia de peroxidasa (POD) con el fenol y 4 aminofenazona
para formar un complejo rojo-violeta de quinona. La intensidad del color

es proporcional a 1a concentracién de glucosa.

cIo
GLUCOSA + 0, + H0, %  ACIDO GLUCONICO + KO,
H,0, + 4-AMINOFENAZONA + FENOL ' COMPLEJO QUINONA
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REACTIVOS
Buffer de fosfatos, pH 7.5 {0.1 moi/1)
4-aminofenazona, kO.ZS mmol/1)
fenol {0.75 mmo1/1)
Glucosa Oxidasa (15.0 U/ml)
Peroxidasa (1.5 U/mi)
Estdndar de glucosa

100 mg/d} (5.56 mmol/1) de Glucosa en solucién acuosa de dcido

benzoico.

2.- HbA, POR EL METODO CROMATOGRAFICO

Este método consiste en separar por cromatografia de
intercambio catidnico la HbA, de 1a Hb total mediante un gradiente de pH.
REACTIVOS
Kit diagnéstico para Hemoglobina glucosilada (Sigma Chemical Co.)
PROCEDIMIENTO
1.- Medir 200 u) de) reactivo hemolizante en un tubo de vidrio, agregar
50 u1 de sangre total (con EDTA al 10%), limpiar el exceso de sangre en
el exterior de la punta, lavar la punta tomando y expulsando el liquido
de 2 a 3 veces.

2.- Agitar constantemente.
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3.- Preparar una columna nueva para cada prueba como sigue:

a) Quitar el tapdén superficial de la columna

b} Quitar el tapdén inferior de la columna

c) Espere a que drene el buffer due trae la columna hasta el disco,
en este punto, la columna deja de fluir.
4.- Colocar 50 ul del hemolizado directamente sobre el disco y esperar
hasta que se absorba completamente dentro del disco.
5.- Lavar las paredes de la columna con 200 uL del buffer de lavado HbA,,
hasta que drene el nivel del liquido al tope del disco.
6.- Colocar la columna dentro de otro tubo limpio y afadir 4.0 m1 del
buffer de lavado Hb A, para obtener la fraccién de lavado que contiene
la HbA,
7.- Cambiar a otro tubo y afiadir 4.0 ml de Ta solucién eluyente, para
colectar la fraccién de elusién y diluirla con 16 m1 de agua destilada.
8.- Medir la densidad 6ptica (DO) a 415 nm. (nota: realizar la medicién
en el transcurso de una hora de recolectada Ta fraccidn).

9.- Calcular la concentracién de HbA,Hnediante la siguiente formula:

W

H =
pa, (8) =1

100

DONDE
¥ = 00 fraccion de lavado

E = DO fraccion de elusion
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LJENPLO
D.o
- 230 -
HbAl(%)~O'23O+5(O-416)100 10.0%
W =0.230
E=0.41

Si el ensayo se realiza a una temperatura diferente a 23°C es
importante realizar una correccién de temperatura

{Tabla III).

Tabla III. CORRECCION DE TEMPERATURAS.

Tenp en que la prueba fue desarrollada Factor de Correccién intercepcidn de ¥
18 1.46 1.81
19 1.34 1.32
20 1.24 0.89
21 1.15 0.55
22 1.07 0.26
23 1.00 0
24 0.94 -0.22
25 0.89 ~0.42
26 0.84 -0.60
27 0.80 -0.76

28 0.76 -0.87
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Ejemplo con temperatura corregida.
Temperatura ambiente = 26 'C

HbA, % = (10.0)( 0.84) + (-0.60) = 7.80%

3.- HbA, POR EL METODO COLORIMETRICO
Los valores de HbA, se determinaron por el método cqlorimétricot
descrito por Parker et al (45). E1 método se fundamenta en la conversién
de 1a porcién hexosa de la Hb glucosilada en 5-hidroximetilfurfural (HMF)
por calentamiento a 100°C en presencia de un dcido débil (dcido oxalico).
El HMF formado reacciona con el dcido 2-tiobarbiturico formando un
compuesto de color amarillo que se mide a 443 nm. Los valores de HbA,
son expresados en nM de HMF o en equivalentes de fructosa (uM/L).
QBIENCION DE LA MUESTRA
Se tomaron aproximadamente 4 ml de sangre periférica por puncidn
venosa en tubo vacutainer con EDTA al 10 %.
PREPARACION DEL HEMOLIZADQ
1.- Centrifugar la sangre por 10 minutos a 3000 rpm, remover el plasma y
lavar el paquete celular 3 veces con 5 volimenes de solucién salina al
0.15 M.
2.- Lisar el paguete de eritrocitos con 2 volimenes de agua destilada y
un volumen de tetracloruro de carbono, agitar vigorosamente y centrifugar
a 3000 rpm durante 60 minutos, recuperar el sobrenadante sin tocar las

membranas (estromas).
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emolizad

Formula: V,C=V,C, Despejando

V, tenemos

V1=vzcz/c1

DONDE: [hemolizado]= DO
DO= 0.335
(0.335)(401.5)= 134

V=2
C,= 134.82 g/L
= 7000 41
C, = 10 g/L

hemolizado X FC

.82 g/l

V,=(7000u1)(10 g/L) / 134.82 g/L
V,= 7000041 g/L / 134.82 g/L
V= 519.21 pl

A un tubo de ensaye se adicionan 519.21 ul (Concentracidén del

hemolizado sin diluir),

el volumen a 7000 ul.

anadir 6480.71 ul de agua destilada para ajustar

Agregar a 5 ml de Drabkin, 20 ul de la muestra

ajustada y leer a 540 nm. La DO se multiplica por el FC para obtener la

concentracidén real del hemolizado ajustado.

DO = 0.026
FC= 401.25

[Hemolizado] = 0.026 x 401.25= 10.43 g/L
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PREPARACION DE REACTIVOS
1 - ACIDO TRICLOROACETICO 400 g/L. Disolver 40 g de dcido tricloroacético
y aforar a 100 m) con agua desmineraliza.
2 - SOLUCION SALINA 0.15 M. Disolver 8.76 g de cloruro de sodio y aforar
a 1000 m1 con agua desmineralizada.
3 .- ACIDO OXALICO 0.5 M. Disolver 6.3 g de dcido oxdlico en 100 ml de
agua desmineralizada.
4 - ACIDO TIOBARBITURICO 0.05 M. Disolver 0.721 g de dcido tiobarbitirico
y aforar a 100 ml con agua desmineralizada. Ajustar el pH a 6.0 + 0.1
con Hidréxido de Sodio 5 M.
5 - SOLUCION PATRON DE FRUCTOSA 1 mM. Disolver 180 mg de fructosa en
solucion salina 6.15 M y aforar a 100 m.
6 - ESTANDAR DE FRUCTOSA. Diluir Ta solucién patrén de fructosa 1 mM
en solucidon salina para preparar estdndares de las siguientes

concentraciones: 40, 50, 50, 70 y 80 uM / L. (Tabla VI)

Tabla V. VOLUMEN DE SOLUCION PATRON DE FRUCTOSA PARA
PREPARAR 25 ml DE SOLUCION ESTANDAR.
uM/L Solucidén Patrén IM

40uM - 1000 pl

50uM - 1250 p)

60uM - 1500 4l Aforar a 25 m] con solu_
70uM - 1750 ul cién salina.

80uM - 2000 gl




31
PROCEDIMIENTO TECNICO
1 - En 3 tubos se coloca 1 m1 de hemolizado con una concentracién de
hemoglobina aproximadamente de 10 mg/dl o 1 ml de cada uno de los
estdndares de fructosa. Se adiciona 1 m1 de dcido oxdlice 0.5 M.
2 - Incubar en autoclave a 121 libras de presidén durante 1 hr.
3 - Enfriar a temperatura ambiente, y mezclar el contenido del tubo por
inversidn, adicionar 1 m1 de dcido triclorodcetico a cada tubo y mezclar.
4 - Filtrar en pipetas Pasteur con un botén de algoddn
5 - A 1.5 ml del filtrado, adicionar 0.5 ml de 4cido tiobarbiturico,
preparar un blanco para cada muestra omitiendo el desarrollo de color con
el dcido tiobarbitirico.
6 - Incubar todos los tubos, en bafio maria a 40° C durante 30 min.

7 - Enfriar a temperatura ambiente y medir su absorbancia a 443 nM

INTERPRETACION DE RESULTADOS

La cantidad de HbA, puede expresarse en nM de HMF o equivalentes de
fructosa en uM/L (13).

Para la expresién de HbA, en nM de HMF se utilizé un valor de
absorbitividad relativa de 0.009 para el aducto formado entre HMF y el
dcido tiobarbitirico, de acuerdo al ejemplo mostrado.

DO / 0.009 = nM HMF.
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Ademds, se convirti6 a equivalentes de Fructosa, utilizando la
curva del estdndar de Fructosa y la absorbancia de cada muestra (Gréfica
2).
Ejemplo:
DO de la muestra = .119

40puM ---- 140 X= 34 uM Equivalentes de Fructosa
X ---- .119
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Grafica 2.
Curva estandar de fructosa
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RESULTADOS

En la Tabla VI se muestran los valores de HbA, nmHMF, EgFruc y
Glucosa en los grupos DM-1, FAM (DM-II y Normales) y Control. Puede
observarse que el grupo DM-1 mostré los valores mids elevados en todas las
pruebas, seguido del grupo FAM DM-1I, FAM Normales y grupo Control. E1l
andlisis estadistico (t de Student) mostré diferencias significativas en
todas las pruebas al comparar DM-1 vs Control y DM-1 vs FAM Normales (P,
y P, con P<0.001). A1 comparar FAM DM-II vs Control y FAM DM-II vs FAM
Normales (se observaron diferencias con P<0.001, para HbA,, nnHMF y P<0.01
para EqFruc, P, y P,), pero no significativas para Glucosa. Los grupos DM-
I vs FAM DM-II y FAM Normales vs Control no mostraron diferencias
significativas (P, y P,).

E1 andlisis de correlacidn entre HbA, vs nmHMF y HbA, vs glucosa en
todos los individuos estudiados mostré valores estadisticamente
significativos (Tabla VII).

En la Figura 2 se muestran los valores de HbA, de los grupos
estudiados, se observé que el grupo Control es homogéneo con excepcidn de
un caso, en el grupo FAM la distribucién es heterogénea debido a la
presencia de DM-II, y en el grupo DM-I los valores estdn mds dispersos.
Lé mismo se aprecia cuando se analiza en base a los valores en nmHMF

(Figura 3).
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En la Tabla VIII analizamos los pacientes de acuerdo a los niveles
establecidos de HbA, que indica el grado de Control Metabdlico y
observamos que de las pacientes con DM-1 4(20%) se encontraron en el
subgrupo A (<8% que en base a los valores observados en nuestro grupo
control corresponden a X+ 2.25 s), 7(35%)e en el subgrupo B (>8% y < 11%)
y 9(45%) en el subgrupo € (>11% X + 6 s), de los 40 individuos del grupo
FAM; los 5 con
OM-11 se encontraron en el subgrupo B y de los 35 Normales 32{90.7%) en
el subgrupo A y 3(9.3%) en el subgrupo B. De los 26 individuos del grupo
Control 25 se encontraroﬁ en el subgrupo A y 1(4%) en el subgrupo B
(8.7%), (Fig 2).

Con el fin de formar por el método colorimétrico (nmHMF) subgrupos
similares a los del método cromatogridfico, se utilizaroﬁ Tos valores
mencionados X+ 2.25s, subgrupo A (<25.4 nmHMF), y X+6 s, subgrupo C
(>37.1 nmHMF). En 1la Tabla IX se muestra 1la distribucién de 1os
individuos estudiados del grupo DM-I, se encontraron, 3(15%) en el
subgrupo A, 16(80%) en el subgrupo B (>25.4 y <37.1 nm HMF) y 1(5%) en el
subgrupo C; de Jos 40 individuos del gqrupo FAM 3{60%) con OM-II y
35(100%) Normales, se encontraron en el subgrupo A y 2(40%) éon DM-II en
el subgrupo B. Los 26 individuos del grupo Control se encontraron en el

subgrupo A (Fig 3).
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En la Tabla X se muestran los valores de HbA,, nmHMF, EqFruc y
Glucosa de los subgrupos A, B y C del grupo DM-I y se observa que el
subgrupe C mostrdé los valores mds elevados en todas las pruebas, seguido
del subgrupo B y el subgrupo A. E1 andlisis estadistico
(t de Student) mostré diferencias significativas al comparar los
subgrupos A y B p<0.01 para HbA, p<0.05 para nmHMF y EqFruc y no se
encontrd significancia para Glucosa. Al comparar los subgrupo A y C se
observé p<0.001 para HbA,, nmHMF y EqFruc y p<0.05 para Glucosa, y al
comparar los subgrupos B y C, p<0.001 para HbA, y EqFruc, p<0.01 para
nmiMF y no se encontrd significancia en Glucosa.

Al comparar el mismo grupo (DM-1), pero ahora respecto al grado de
control reflejado por nmHMF (Tabla XI), se observé que para HbA,, nmHMF,
EqFruc y Glucosa el subgrupo € mostré los valores mds altos, seguido del
subgrupo B y del subgrupo A. E1 andlisis estadistico mostré diferencias
significativas al comparar los subgrupos A y B p<0.01 para HbA,, p<0.001
para nmHMF y EgFruc y no significativas para Glucosa. Al comparar los
subgrupos A y C p<0.01 para nmHMF y EqFruc, y no significativas para HbA,
y Glucosa, al comparar los subgrupos B y C se encontraron diferencias

significativas para nmHMF y EgFruc P<0.01, pero no para Glucosa.
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Se analizo el coeficiente de variacidn intrafamiliar cvi en 6 de

las 10 familias con DM-1 estudiadas (Familias V a X, Figs. 1b y 1c) con
los sigujentes resultados: 4.96, 11.83, 14.26, 19.20, 23.44 y 28.00 que
en promedio dan 16.34% si se toman en cuenta las 6 o 19.34% si se excluye
el primer caso que presenta el cvi mas bajo. Los cvi en las 6 familias
control fueron de: 4.76, 6.79, 8.25, 9.72, 10.96 y 17.19%, con un
promedio de 9.61%. E1 cvi del promedio observado en el grupo FAM
normales es de 14.92% y de los cohtroles es de 12.90%, lo cual difiere de

1o observado al hacer el andlisis intrafamiliar.
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Figura 2
Representacion de los porcentajes de HbA1
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TABLA VI. Valores de HbA,, nmiMF, EqFruc y Glucesa en los
grupos DM-1, FAM y Control.

HbA, % nmHMF EgqFruc 6lucosa
{mg/d1)
X 10.6 29.4 75.1 153.0
M-I S 2.3 5.6 13.9 88.0
n 20 20 20 20
X 9.1 25.6 60.2 79.6
DM-11 s 0.7 6.5 15.3 48.3
n 5 5 5 5
FAM _
X 6.3 18.8 48.4 88.4
NORMALES 3 1.0 3.0 7.2 22.6
in 35 35 35 35
X 6.2 17.9 46.3 83.9
CONTROL s 0.8 3.2 8.5 15.1
n 26 26 26 26
P, <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
P, <0.001 <0.001 <0.,01 NS
" NS NS NS NS
P, NS NS NS NS
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
P, <0.001 <0.001 <0.01 NS

TABLA VII. Andlisis de Correlacidn de HbA, versus

-

-1 vs Control
DM-I1 vs Control
Normales vs Control

W

°T OO
i
s,
£E

~

= DM-1 vs FAM DM-11
.= DM-1 vs FAM Normales
P~ FAM DM-II vs FAM Normales

nmHMF y Glucosa

TOTAL DM-1 FAM CONTROL
NORMALES
n=86 n=20 n=35 n=26
HbA, vs nmHMF r= 0.80 r= 0.80 r=0.26 r= 0.53
p=<0.001 p=<0.02 p= NS p=<0.01
HbA, vs Glucosa r= 0.62 r= 0.56 r= 0.38 r=0.03
p=<0.001 p=<0.02 p=<0.05 p= NS
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TABLA VIII. Distribucién de Individuos de los grupos DM-I, FAM y
Control de acuerdo al porcentaje de HbA,

SUBGRUPO < 8% > 8% > 11%
GRUPO
A B C

20 DM-1 4 (20%) 7 (35%) 9 (45%)

FAM

5 DM-11 5 (100%)

35 NORMALES 32 (90.7%) 3 (9.3%)

26 CONTROL 25 (96%) 1 (4%)

TOTAL = 86 61 (70.9%) 16 (18.6%) 9 (10.4%)

TABLA IX. Distribucion de Individuos de los grupos DM-I, FAM y
Control de acuerdo a nmHMF.

SUBGRUPO < 25.44 nmHMF > 25.44 nmHMF > 37.12 nmHMF

GRUPO A B L

20 DM-1 3 (15%) 16 (80%) 1 (5%)

40 FAM

5 DM-11 3 (60%) 2 (40%)

35 NORMALES 35 (100%)

26 CONTROL 26 (100%)

TOTAL = 86 67 (77.90%) 18 (20.93%) 1 (1.1%)
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TABLA X. Valores de HbA,, nmHMF, EgFruc y Glucosa en el grupo DM-I de

acuerdo al grado de control ref lejado por el porcentaje de HbA .

< 8.0 > 8.0% > 11.0
SUBGRUPO A 8 C
X 1.7 9.5 12.8 P.<0.01
HbA, % s 0.3 0.7 1.1 P,<0.001
n 4 7 9 P,<0.001
nmHMF X 22.3 27.6 33.8 P<0.05
s 4.9 1.8 3.6 P,<0.001
n 4 7 9 P.<0.01
X 57.3 70.8 86.3 P,<0.05
EqFruc s 12.6 4.5 8.3 P,<0.001
no 4 7 9 P.<0.001
X 94.5 126.0 200.7 P, NS
Glucosa |s 78.6 88.7 72.3 P<0.05
mg/d1 n 4 7 9 P, NS
P, = % HbA, subgrupo A vs B

©
~
¥onon

% HbA, subgrupg B vs subgrupo C
% HbA, subgrupo A vs subgrupo C
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TABLA XI. Valores de HbA,, nmHMF, EgFruc y Glucosa en el grupo DM-I de
acuerdo al grado de control reflejado por nmiMF.
SUBGRUPO Il <25 44 nmiMF >25.44 nmHMF | >37.12 nmHMF
A B C
X 7.6 11.0 12.5 P,<0.01
HbA, % S 0.3 2.1 1.2 P, NS
n 3 15 2 P, NS
X 20.0 29.9 39.8 P,<0.001
nmHMF s 1.6 2.8 1.8 P<0.01
n 3 15 2 P<0.01
EqFruc X 51.2 76.8 98.1 P,<0.001
s 4.2 7.1 10.3 P,<0.01
n 3 15 2 P.<0.01
X 99.0 161.5 173.0 P, NS
Glucosa s 95.7 84.1 137.2 P, NS
mg/d1 n 3 15 2 P, NS
P, = nmHMF subgrupo A vs B

"
~
nonou

nmHMF subgrupo B vs subgrupo €
nmHMF subgrupo A vs subgrupo €
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DISCUSION

£E1 estudio de Ta HbA, es relevante para evaluar el control
metabélico de pacientes con DM y ademis se ha utilizado en estudios
epidemioldgicos para identificacion temprana de pacientes con DM.

Los resultados del presente trabajo confirman la correlacidén entre
el método cromatogrdfico y el colorimétrico reportado por Parker et‘al.
(1981), en individuos sanos (r=0.98, p<0.001). Sin embargo, el presente
estudio en familias con DM-I nos permitié, por una parte, conocer la
capacidad del método colorimétrico para identificar pacientes en mal
control, y, por la otra identificar en estas familias con upa clara carga
genética si aquellos familiares no diabéticos con una susceptibilidad
mayor a desarrollar DM presentaban niveles mds elevados de HbA, y\o un cv
mayor que en las familias control.

Al comparar las Tablas VIII y IX, observamos que el método
cromatografico es capaz de identificar 9 individuos con DM-I en mal
control (subgrupo.C) y 16 en control intermedio (subgrupo B), 7 con DM-I,
5 con DM-1I, 3 FAM Normales y 1 .del grupo control, mientras que por el
método colorimétrico (Tabla V), solo se identifica 1 individuo con DM-I
en el subgrupo C y 18 en el subgrupo B (16 con DM-I y 2 con DM-11), lo
cual pone de manifiesto que a este método le falta sensibilidad para
identificar individuos en mal control.

Por otra parte, al analizar los 3 individuos del grupo FAM Normales
con valores > 8% por el método cromatogrdfico (8.0, 8.08 y 8.18 %), II-1

familia IV, I-1 familia VIII y I-4 familia X, respectivamente, el primero
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(I1-1, Familia IV, Fig. 1la), se trata desde hace afios con medicina
alternativa para "prevenir" la diabetes por ser hija de madre con DM-I,
esta persona junto con el tercero (I1-4 familia X) fuer6n diagnosticados
posteriormente como DM-II por el servicio de Endocrinologia del Hospital
de Especialidades. En el grupo control se identificd un individuo con
HbAI > 8% (8.7%), el cual es un candidato a presentar diabetes, fué
evaluado y present6é curva de tolerancia a la glucosa anormal. Los 4
casos pasan inadvertidos al ser analizados por el método colorimétrico,
1o que indica que si bien entre ambos métodos hay una correlacién
positiva y significativa, el colorimétrico tiene menor sensibilidad.
Los resultados del cvi son prometedores ya que al analizar 6 de las
10 familias con DM-1 (Familias V-X, Figs. 3a, 3b y 3c), observamos en 5
de ellas un cvi de 19.34% lo que sugiere que tienen un menor control en
la regulacién de sus niveles de glucosa y por lo tanto, mayor
variabilidad en los niveles de HbA; asimismo, la familia con cvi menor
(4.94%), probablemente representa una forma genética distinta con una
me jor capacidad para regular los niveles de glucosa. En el caso de las
Familias Control, que presentan cvi mayor del 10 % (10.96 y 17.19%), al
analizar el drbol de la primera familia se encontré al padre con
hipoglucemia (45 mg/d1), lo cua]_presenté una prueba de tolerancia a la
glucosa anormal, en el segundo caso, el padre mostré HbA, de 8.7% y fué
estudiado posteriormente presentando curva de tolerancia a la glucosa
anormal. Estos datos sugieren que cuando existe algin grado de

susceptibilidad genéticamente determinada se aobserva un mayor cvi en los



49
niveles de HbA, capaz de distinguir los individuos con DM-1 o DM-II de los
controles y adin de sus familiares.

Finalmente, cabe seialar que el procedimiento cromatogrdfico para
medir HbA es muy fdcil de realizar y su costo en reactivos por muestra
es de N$24.00, mientras que el colorimétrico, aun cuando es muy econdmico
(N$0.50 por muestra) y proporciona resultados satisfactorios, es bastante
laborioso y dificil de estandarizar, haciéndolo poco accesible a

laboratorios de primero y segundo nivel.
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CONCLUSTONES

1. E1 método colorimétrico para cuantificar la HbA, mostré una buena
correlaciéon con el método cromatografico, sin embargo le falta
sensibilidad para identificar Tos niveles que ubican a un paciente en mal
control metabélico.

2. Se identificaron por el método cromatogrdfico 4 individuos con
niveles elevados de HbA,, 3 del grupo FAM Normales, (uno ya identificado
como DM-11), y uno del grupo control.

3. ET1 andlisis del cvi de los niveles de HbA,, mostrd una mayor
variabilidad en los familiares normales de los pacientes con DM-1 que en '
las familias control, por lo gque pudiera ser utilizado para invgstigar
susceptibilidad a DM.

4. £1 método colorimétrico para medir los niveles de HbA,, es mds
econémico que el cromatogrdfico (N$0.50 vs N$24.00), sin embargo es muy
laborioso y dificil de estandarizar por lo que no lo recomendamos para

ser utilizado en clinicas de 1% y 22 pivel.
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