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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcién del problema

La diabetes mellitus (DM) es un enfermedad neuroendocrinolégica, caracterizada
por altos niveles de glucosa en sangre, por un periodo prolongado de tiempo y
defecto en la secrecion y/o accion de la insulina (1). La prevalencia general
estimada de diabetes entre los adultos, en el mundo, varia segun la raza/etnia y
oscila entre el 6.8 y el 15.3%, y en el Perq, la prevalencia es de 7.04% (2,3). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que, en 1985, se reportaron 30
millones de casos de diabetes; en 2009, se reportaron 220 millones de casos y se
espera que para 2030 se llegue a 366 millones de casos. La principal causa de este
aumento alarmante de casos es el estilo de vida sedentario y los malos habitos

alimentarios (4,6).

Para el diagnostico de la DM, el gold standar es la medicion cuantitativa de la
hemoglobina glicosilada (HbAlc), ya que es capaz de reflejar el promedio de la
glucosa en 2-3 meses anteriores al examen (1). La HbAlc se aprob6 como método
diagnéstico en el informe de consenso de 2009, donde un Comité de Expertos
Internacionales recomendd que se use un nivel de 26.5% para diagnosticar la DM.
Posteriormente, fue confirmado por la Asociacibn Americana de Diabetes (6). La
ADA identificé que los valores de 5.7 a 6.4% , confirmado con una medicion repetida

de HbAlc, sefala que estamos en presencia de una prediabetes (1).

Para la medicion de la HbAlc, se utilizan diferentes métodos de medicién en los
laboratorios clinicos. Existen dos categorias principales de métodos de ensayos.
Por un lado, tenemos aquellos basados en diferencias de carga entre la
hemoglobina glucosilada y la hemoglobina no glucosilada, que implementan la
cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio cationico (HPLC). Un claro
ejemplo de ello es la electroforesis en cromatografia en minicolumna de intercambio
ibnico y enfoque isoeléctrico (7). Por otro lado, tenemos aquellos basados en
caracteristicas estructurales de los grupos gluco en la hemoglobina, que utilizan la
cromatografia de afinidad (AC), unos ejemplos son los métodos de unidn por

afinidad e inmunoensayo (2).



Los métodos de ensayo comercial, actualmente disponible para la HbAlc, incluyen
HPLC de intercambio catidnico, cromatografia de minicolumna de intercambio
ionico, electroforesis, union por afinidad e inmunoensayo. Los métodos de HPLC
de intercambio iénico son susceptibles a la interferencia de la coelucién de un alto
nivel de hemoglobina F (HbF) con HbALlc, lo que resulta en falsos valores elevados
de la HbA1C (7,8).

En la actualidad, por la recomendacion del Programa Nacional de Normalizaciéon
de Glicohemoglobina (NGSP), que establece como método predilecto para la
medicién de HbAlc en Estados Unidos (EE.UU.), desde la década de 1990, es el
uso de HPLC (2)(7). Sin embargo, dicha prueba tiene un alto costo, por lo que seria
recomendable usar métodos de menor costo (7). Es por ello, que se plantea la

comparacion del inmunoensayo por inmunoturbidimetria con la HPLC.

1.2 Formulacion del problema
¢,Cual es el método que mide con mayor precisiéon la hemoglobina glicosilada:
inmunoensayo de inhibicién turbidimétrica o electroforesis capilar, en pacientes

diabéticos del Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren, durante 2019?

1.3 Objetivos

Objetivo general

Determinar cual método que mide con mayor precision la hemoglobina glicosilada:
inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica y electroforesis capilar, en pacientes

diabéticos en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren, durante 2019.
Objetivos especificos
Determinar la efectividad, sensibilidad, especificidad, valor predictor positivo y valor

predictor negativo del inmunoensayo de inhibicidn turbidimétrica.

Determinar la efectividad, sensibilidad, especificidad, valor predictor positivo y valor

predictor negativo de la electroforesis capilar.

Determinar la prevalencia de pacientes diabéticos del hospital.



1.4 Justificacion

En este estudio, se evaluaran a los pacientes diabéticos para la medicion de la
hemoglobina glicosilada por el servicio de Patologia Clinica del Hospital Sabogal,
en 2019. Estos seran los principales beneficiados, ya que se sabra con exactitud
los verdaderos valores de hemoglobina glicosilada medidos mediante un método
con el minimo margen de error. Con ello, se podra mejorar los manejos de estos
pacientes por los diferentes servicios de medicina, en especial Endocrinologia, para

asi evitar complicaciones futuros falsos positivos o falsos negativos.

Se tratara de acortar las brechas entre la falta de conocimiento para poder mejorar
la calidad de los pacientes prehospitalarios, intrahospitalarios y después del alta.
Con ello, se abriran nuevas posibilidades a investigaciones futuras, que serviran

para mejorar la satisfaccion de los pacientes diabéticos del Hospital Sabogal.

1.5 Viabilidad y factibilidad
El estudio es viable, pues se cuenta con la autorizacion del servicio del
Departamento de Patologia Clinica del Hospital Sabogal y consentimiento

informado de los pacientes a tratar.

Ademas, al ser un estudio de tipo retrospectivo y al ser parte del equipo tratante, es
factible realizar el trabajo en el tiempo previsto. También, se cuenta con los recursos
econdémicos suficientes y con acceso a las historias clinicas de los pacientes del

hospital.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En 2019, Sriwimol W et al. publicaron un estudio sobre la fuerte correlacion y alta
comparabilidad de la electroforesis capilar y tres métodos diferentes para la
medicion de hemoglobina glicosilada (HbAlc) en una poblacion sin
hemoglobinopatia. El presente estudio tuvo como objetivo investigar la
comparabilidad de la electroforesis capilar (CE) y tres métodos diferentes para la
medicién de HbAlc.

Se utilizaron 270 muestras de sangre completa con perfiles de hemoglobina
normales se analizaron para determinar los valores de HbAlc mediante el
inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica de Roche (TINIA), el ensayo enzimético
Mindray (EA), la cromatografia liquida de alto rendimiento Arkray (HPLC) en
comparacion con Sebia CE. El coeficiente de variacion dentro del laboratorio de los
cuatro métodos estuvo dentro del objetivo aceptado (<2%), mostr6 un buen
rendimiento de todos estos métodos.

Las comparaciones por pares de los valores de HbAlc obtenidos por CE y otros
métodos se determinaron tanto en el grupo total como en los subgrupos (niveles de
HbAlc de <6.5%, 6.5-8% y> 8%). Las diferencias medias de los valores de HbAlc
en todos los grupos fueron muy pequefas en las que el valor medio de HbAlc
medido por EA fue menor, mientras que los de TINIA y HPLC fueron mayores que
los de CE. La mayoria de los valores diferentes estaban dentro de los limites de
acuerdo en el andlisis de Bland-Altman, lo que indica un buen acuerdo entre CE y

los demas.

Menos del 5% de las diferencias porcentuales estaban fuera del limite de error total
permitido en todos los grupos, lo que demuestra que las diferencias de los valores
de HbAlc entre CE y otros métodos no fueron clinicamente significativas. Las
comparaciones por pares de los valores de HbAlc de CE y los otros en los estudios
de correlacion de Passing-Bablok y de correlacion de Spearman mostraron una alta
concordancia y una fuerte correlacion en todos los grupos. En conclusion, el

presente estudio mostré una fuerte correlacion, alta comparabilidad y resultados
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consistentes para la medicion de HbAlc entre la electroforesis capilar y los otros

tres métodos diferentes (9).

Klingenberg O et al.,, en 2017, desarrollaron un estudio sobre el analisis de
hemoglobina glicosilada (HbAlc) por electroforesis capilar en comparacion con
cromatografia y un método inmunolégico. Se comparé en Sebia Capillarys 2 Flex
Piercing, el método de electrodoresis capilar con otros métodos de rutina para
HbAlc, que eran un método de HPLC (Tosoh G7) y un inmunoensayo (Tina-Quant
en Roche Modular P) mediante el andlisis de un gran material clinico. Ademas, se

investigo la estabilidad de la muestra.

El andlisis de HbAlc se realiz6é en paralelo por los tres métodos para mas de 600
muestras de pacientes, incluidas las variantes de hemoglobina comunes y algunas
raras, asi como para varios controles, algunos con valores objetivo
establecidos. La estabilidad de la muestra a temperatura ambiente y refrigerada se
evalué durante hasta siete dias. Los resultaron mostraron que la electroforesis
capilar produjo generalmente valores de HbAlc algo mas bajos que ambos
métodos de comparacion, aparentemente debido a un sesgo positivo para los

métodos de comparacion.

Al excluir las muestras con variantes de hemoglobina, se encontrd un sesgo medio
para electroforesis capilar en comparacion con Tosoh G7 (sin factorizacion) y
Modular de -0.39 (-0.40 a -0.38) y -0.16 (-0.17 a -0.14)% HbAlc,
respectivamente. Los resultados de HbAlc fueron similares entre los instrumentos
para muestras de pacientes en dialisis y para muestras con variantes de
hemoglobina comunes heterocigéticas, excepto que Tosoh G7 informé resultados
demasiado bajos en presencia de Hb E. Para Hb Raleigh heterogénea, Capillarys
y el inmunoensayo dieron resultados similares. Por ello se llegé a la conclusion,
gue la electroforesis capilar es un instrumento conveniente para el andlisis rutinario
de HbA1c (10).

En 2017, Wen DM et al. publicaron un trabajo sobre la evaluacion de la interferencia
de la variante de hemoglobina J-Bangkok en la medicion de la hemoglobina

glucosilada (HbAlc) mediante cinco métodos diferentes. En dicho articulo, se



determind la interferencia de la variante de hemoglobina (Hb J-Bangkok) en cuatro
ensayos de hemoglobina glicosilada diferentes y se compar6 con un inmunoanalisis
de referencia. Se realizé una prueba general de coincidencia de dos lineas de
regresion lineal de minimos cuadrados para determinar si la presencia de Hb J-
Bangkok causo una diferencia estadisticamente significativa en los resultados de
HbAlc en comparacién con un inmunoensayo de referencia. El andlisis estadistico
se realizé sobre la diferencia de la glucosa promedio estimada calculada a partir de
los valores de HbAlc y la glucosa plasmatica en ayunas en el grupo variante Hb J-

Bangkok utilizando los diferentes sistemas de deteccion.

El analisis de regresion de Deming se uso6 para determinar si Hb J-Bangkok tuvo
una interferencia significativa en los resultados de HbAlc utilizando un sesgo
relativo de HbAlc + 10% al 6% y HbAlc al 9% como limites de evaluacién. Se
obtuvo como resultado, que el método de inmunoensayo de inhibicidn turbidimétrica

y los métodos enziméaticos no se vieron afectados por Hb J-Bangkok.

Sin embargo, Hb J-Bangkok mostré una interferencia estadisticamente significativa
a los dos métodos de cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio
ionico. Se concluyo, que al realizar pruebas de HbAlc, el personal del laboratorio
clinico debe identificar la variante de Hb y seleccionar los métodos apropiados o
utilizar indicadores alternativos (11).

Orts JA et al, en 2016, elaboraron un articulo sobre la determinacion de
hemoglobina glucosilada (Hb Alc) por electroforesis capilar es un método eficiente
para detectar B-talasemias y variantes de hemoglobina. En dicho articulo, la
determinacién de Hb Alc mediante electroforesis en zonas multicapilares (MZE) se
puede utilizar adicionalmente para detectar Hb A2, Hb F y las variantes
de hemoglobina (Hb) mas comunes. Por ello, se evalué la efectividad de este
método para detectar B-talasemia (B-thal), 5B-talasemia (6B-thal) y las variantes de
Hb méas comunes. Ademés, Hb F/ Hb A 2 se evalia como un indice para discriminar
entre rasgos B y 6B-thal. La tasa de natalidad tedrica de B-talasemia mayor (3-TM)

en nuestra area de atenciéon médica se calcula y contrasta con datos reales.



Se us6 una técnica MZE para Hb Amediciones en 27 724 pacientes. Se
establecieron criterios previos para la deteccion de portadores y posteriormente se
confirmaron mediante técnicas de biologia molecular. El valor predictivo positivo
(VPP) fue del 100%. La prevalencia del rasgo B-thal (incluido &B-thal) fue del
0.34%. Las mutaciones mas prevalentes (estimadas por 100,000 habitantes) fueron
HBB: ¢.118C> T (57.7%), HBB: ¢.93-21G> A (50.5%), HBB: ¢.92 + 1G> A (43.3%),
HBB: c.92 + 6T> C (32.5%) y HBB: c.20delA (18.0%) para B-talasemias, y Hb S
(HBB: c.20A> T) (32.5%) y Hb J-Baltimore (HBB: ¢.3880T> A) (28.9%) para
variantes de Hb. Encontramos un resultado paraddjico entre la tasa de natalidad

tedrica B-TM y los datos reales.

Calculamos una Hb F / Hb A 2 éptimacorte de indice de 0.71 para discriminar entre
rasgos B y 6B-thal. Este método es altamente rentable para detectar 3-talasemias
y variantes comunes de Hb. Los resultados de prevalencia coinciden con los datos
anteriores de la poblacion espafiola. La heterogeneidad de las mutaciones en
Espafia ha aumentado notablemente como consecuencia de la migracion. El
valor de corte del indice Hb F / Hb A 2 podria usarse para predecir el rasgo 6p-thal.
El estudio concluyd, que la prueba de Hb Alc por MZE parece ser altamente
rentable para detectar portadores variantes de tha-thal y Hb porque no hay un costo

adicional para la medicion de Hb Alc (12).

En 2016, Chang J, et al. publicaron el articulo de evaluacion de interferencia de
hemoglobina glicosilada y el inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica. El
rendimiento técnico del ensayo de inmunoinhibicion turbidimétrica (TI) para la
hemoglobina, se evalud utilizando el analizador BM/ Hitachi 911. EIl articulo
demostrod, que la imprecision intraensayo fue inferior al 2.7% y la imprecision entre
ensayos fue inferior al 2.8%, medida por el coeficiente de variacion. En 93 sujetos
con diabetes que no tenian variantes de hemoglobina, los resultados del ensayo de
Tl para hemoglobina glicosilada se correlacionaron fuertemente con los obtenidos
mediante el uso de un analizador de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). Entre 241 sujetos que tenian o no variantes de hemoglobina, el andlisis TlI
para hemoglobina glicosilada se correlaciono fuertemente con los resultados de la

cromatografia de afinidad para la hemoglobina glucosilada total.



También, se estudio el efecto de varios porcentajes de hemoglobina S, C, Ey F en
la precision del ensayo Tl para hemoglobina glicosilada. Solo los altos porcentajes
de hemoglobina F causaron interferencia. Se pueden analizar mas de 14 veces mas
muestras por hora usando el ensayo Tl para hemoglobina glicosilada, que el
analisis HPLC. Para los laboratorios de referencia de alto volumen, puede ser
preferible utilizar el analisis Tl para hemoglobina glicosilada completamente
automatizado para controlar el control glucémico en pacientes con diabetes que el
analisis de HPLC para hemoglobina glicosilada, porque el Tl El ensayo mide la
hemoglobina glicosilada con mayor precision en pacientes con diabetes que tienen

variantes de hemoglobina, y requiere menos tiempo (8).

En 2016, Zhang X et al. ejecutaron un estudio sobre los efectos de las variantes de
hemoglobina HbJ Bangkok, HbE, HbG Taipei y HbH en el andlisis de la
hemoglobina glicosilada mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de
intercambio ionico. Dicho estudio exploré los efectos de HbJ Bangkok, HbE, HbG
Taipei y a-talasemia HbH en los resultados de la evaluacion de HbAlc mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio i6nico (IE-HPLC). Se
inscribieron cinco pacientes en los que los resultados del ensayo IE-HPLC HbAlc

eran inconsistentes con los niveles promedio de glucosa en sangre en ayunas.

Se realiz6 la electroforesis de hemoglobina capilar (Hb) utilizando muestras de
sangre completa y se secuencio los genes que codifican Hb usando la terminacion
de cadena mediada por didesoxi y analizamos HbAlc usando HPLC de afinidad de
borato (BA-HPLC) e inmunoensayo de inhibicién turbidimétrica (TINIA). Los
resultados de estudio demostraron que dos pacientes tenian la variante HbJ
Bangkok. Los genotipos de Hb de estos pacientes fueron § 41-42 /  J Bangkok y
BN/ BJ Bangkok, y el contenido de HbJ Bangkok fue de 93.9% y 52.4%,
respectivamente. Los tres pacientes restantes tenian lo siguiente: HbE (genotipo
B N/ B E Hb, 23.6% de contenido de HbE), HbG Taipei (B N/ B G TaipeiGenotipo
Hb, 39.4% de contenido de HbG Taipei) y a-talasemia HbH (6.1% de contenido de
HbH, 2.8% de contenido de Hb Bart).

En los pacientes con B-talasemia y variantes de HbJ Bangkok, la presencia de las

variantes interfirié con los resultados de los andlisis de HbA1lc utilizando IE-HPLC
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y TINIA; en los cuatro pacientes restantes, hubo interferencia con los resultados de
HbAlc IE-HPLC pero no con el ensayo TINIA. No hubo interferencia con los
resultados de BA-HPLC HbAlc. Con ello, se llegd a la conclusién que la HbJ
Bangkok, HbE, HbG Taipei Hb y a-talasemia HbH causan diversos grados de
interferencia con el analisis de HbAlc usando IE-HPLC, por lo que se sugiere
utilizar métodos libres de tales interferencias para el analisis de HbAlc y otros

indicadores para controlar los niveles de glucosa en sangre (13).

En 2016, Herpol M et al. investigaron sobre la evaluaciéon de los sistemas Sebia
Capillarys 3 Tera y Bio-Rad D-100 para la medicion de la hemoglobina Alc. Se
evaluo el Bio-Rad (Irvine, CA) D-100 y el Sebia (Lisses, Francia) Capillarys 3 Tera
para la medicidon de hemoglobina Alc (HbAlc) en muestras de sangre venosa con
el método de electroforesis capilar. Se utilizé las muestras de sangre completa y el
material de control se analizaron con el D-100 y Capillarys 3 Tera y se compararon
con nuestro método de rutina, HLC-723G7 (Tosoh, Tokio, Japdn). Se establecioé un
protocolo de evaluacion para evaluar la precision, la veracidad, la linealidad, el
arrastre y la selectividad de acuerdo con las pautas del Instituto de Normas Clinicas

y de Laboratorio.

Los resultados se presentaron en las unidades del Programa Nacional de
Estandarizacion de Glicohemoglobina y la Federacion Internacional de Quimica
Clinica (IFCC). Se mosotré, que ambos sistemas tienen una precision excelente
(coeficientes totales de variacion <2%, IFCC) y sesgo (<0.3% o 3 mmol / mol). La
linealidad se demostro para los valores de HbAlc de 3.8% (18 mmol / mol) a 18.5%
(279 mmol / mol). Los resultados se correlacionaron con el método de rutina usando
el analisis de Bland-Altman, mostrando una diferencia media de 0.33% o 3.6 mmol
/ mol para el D-100 y de 0.25% o 2.6 mmol / mol para el Capillarys 3 Tera vs HLC-
723G7.

Ninguno de los instrumentos automatizados era propenso a interferencias por
HbA1c labil (<10 g / L de glucosa), hemoglobina carbamilada (0.5 mmol / L de
cianato de potasio), variantes de hemoglobina, bilirrubina (<15 mg / dL) y

triglicéridos (<3.360 mg / dL). Por ello, se concluy6 que los instrumentos Bio-Rad



D-100 y Sebia Capillarys 3 Tera funcionaron bien para la determinacion de HbAlc

en términos de criterios de calidad, asi como para el rendimiento de la muestra (14).

Dolscheid-Pommerich RC, en 2015, et al. ejecutaron una investigacion sobre el
impacto de la carbamilacion en tres métodos diferentes, cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC), electroforesis capilar y inmunoensayo de inhibicion
turbidimétrica (TINIA) para medir los niveles de HbAlc en pacientes con
enfermedad renal. En este estudio se investigd si las mediciones rutinarias
establecidas de IFCC de los niveles de HbAlc en pacientes con enfermedades

renales dan resultados comparables y validos.

Ademaés, se evalug la influencia de la carbamilacion como marcador de uremia en
los métodos de medicion. Se compararon tres métodos de medicion diferentes
HPLC, electroforesis capilar y TINIA basados en 407 muestras de nefrologia para
la determinacion de HbAlc con analisis especifico de las areas de umbral donde
diferentes mediciones de HbAlc podrian dar lugar a diagnosticos diferentes
(diabetes mellitus vs prediabetes y prediabetes verus no diabetes). Indirectamente,
se evalué un posible efecto de la hemoglobina carbamilada en funcion de la
determinacioén de los niveles de BUN en suero. Se obtuvo como resultado, que las
muestras nefrologicas, medidas por los tres métodos diferentes proporcionan
resultados similares con respecto a HbAlc en el diagnostico de rutina. Nuestros
resultados muestran que con concentraciones de BUN <80 mg / dl y 280 mg / dI,
se determinaron niveles de HbAlc similares, independientemente del método de

medicion.

Si bien las mediciones de rutina siguen los estandares de la IFCC, qguedan muchos
factores interferentes que pueden influir en la determinacién de HbAlc, por ejemplo,
la carbamilacion de proteinas. Como la enfermedad renal es la complicacion mas
comun en pacientes con diabetes mellitus, se debe reconocer la interferencia en la
medicion de HbAlc debido a proteinas carbamiladas como marcadores de uremia
y, Si es necesario, corregirla. Se concluyé que no solo una influencia débil de la
carbamilacion en todos los métodos de determinacion de HbAlc, sino también que,
en muestras nefrologicas, los tres métodos de medicion diferentes proporcionaron

resultados similares con respecto a HbAlc en los diagnosticos de rutina (15).
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En 2015, Zhao Z et al. publicaron el estudio sobre la evaluacién de la medida de
hemglobina glicosilada Alc (HbAlc) por electroforesis capilar para la deteccion de
toleracién anormal de glucosa en inmigrantes africanos a los EE. UU. En el estudio
se evalud en dos centros clinicos a 109 individuos de origen africano, el 24% de los
cuales tienen hemoglobina variante (HbAS o HbAC). La tolerancia anormal a la
glucosa (que incluye diabetes y prediabetes) se definid como 2 h de glucosa = 140
mg / dl (7,8 mmol / I) durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa. Los

resultados mostraron que el CV interlaboratorios fueron < 2.1%.

El método mostré una correlacion satisfactoria con otros dos analizadores que
miden HbAlc por cromatografia liquida de alta resolucion. Ni la HbAlc l4bil, la
hemoglobina carbamilada, la uremia, la bilirrubina ni las variantes comunes de
hemoglobina (HbC / HbS / HbE) interfirieron. Cuarenta y cinco individuos (41%)
tenian tolerancia anormal a la glucosa. La sensibilidad de HbAlc para diagnosticar
tolerancia anormal a la glucosa fue del 38%, 36% y 42% para los grupos de
hemoglobina total, normal y variante, respectivamente. Se concluydé que
el rendimiento analitico de HbAlc en electroforesis capilar es adecuado para la
aplicacion clinica. La variante de hemoglobina en africanos no interfiridé con la
deteccion de tolerancia anormal a la glucosa por HbAlc medida por electroforesis
capilar en Capillarys 2 (16).

Dessi M et al.,, en 2015, estudiaron las presentaciones de los métodos de
electroforesis capilar y HPLC en la determinacién de HbAlc: precision diagnéstica
en presencia de variantes de HbS y HbD-Iran. En dicho articulo, las mediciones de
HbA1c se llevaron a cabo en muestras de sangre de 200 pacientes del Hospital Tor
Vergata, utilizando G8 Tosoh, y de 107 pacientes del Hospital San Filippo Neri,
utilizando métodos Variant Il Bio-Rad. Todas las muestras fueron analizadas por

Capillarys 2 Flex Piercing (FP; Sebia, Lisses, Francia).

Se mostré que hubo una buena concordancia entre los resultados de la
electroforesis capilar y los métodos de HPLC (R (2) = 0.99, P <0.0001 para G8
HPLC; R (2) = 0.99, P <0.0001 para Variant Il HPLC). Durante el estudio,
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observamos que algunas variantes de Hb, HbS y HbD-Irdn, pueden alterar el nivel
de HbAlc. Dado que la prueba HbAlc ahora se recomienda para diagnosticar
diabetes, y una variacion minima de la concentracion afecta la terapia clinica, es
muy importante que los resultados sean confiables y libres de interferencias. El
analizador Capillarys 2-FP es adecuado para este proposito y a veces mostro

algunas ventajas con respecto a los anal (17).

En 2015, Ji L et al. publicaron el estudio sobre las mediciones erroneas de
hemoglobina glicosilada (HbA1c) en presencia de 3-talasemia y variantes comunes
de hemoglobina china. En dicho articulo se analizaron muestras de sangre de
pacientes normales, pacientes con talasemia 3, pacientes con heterocigosidad y
pacientes con homocigosidad mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
de intercambio i6nico (HPLC) de intercambio ionico (Variant Il Turbo, Bio-Rad y
Adams Alc HA-8160, Arkray, en modo diabetes), HPLC de afinidad
de boronato (Ultra2, Trinity Biotech) y electroforesis capilar (CE) (Capillarys 2 Flex
Piercing, Sebia). Los resultados mostraron, que las muestras de los pacientes con
B-talasemia produjeron sesgos positivos significativos en el sistema Variant Il Turbo

en comparacién con los otros tres sistemas.

Para los pacientes heterocigotos BA / BE, se observo un buen acuerdo entre los
sistemas Capillarys 2 Flex Piercing y Ultra2, mientras que se observo un sesgo
negativo significativo entre los sistemas HA-8160 y Capillarys 2 Flex Piercing y
entre los sistemas Variant Il Turbo y Capillarys 2 Flex Piercing. Para los pacientes
homocigotos (BE / BE), un contexto claro sin HbA, todos los sistemas, excepto el
sistema Capillarys 2 Flex Piercing, arrojaron resultados aleatorios de HbAlc. Solo
el sistema Capillarys 2 Flex Piercing pudo detectar todas las variantes
de hemoglobina probadas. Se concluyé en el estudio, que la presencia de -
talasemia puede causar errores en la determinacion de HbAlc con el sistema
Variant Il Turbo. La heterocigosidad de HbE o la homocigosidad de HbE también
complicaron las mediciones de HbAlc. El sistema Capillarys 2 Flex Piercing detect6
todas las variantes de Hb y HbA1c en pacientes con talasemia  y pudo

proporcionar mediciones con alta precision (18).

12



En 2012, Genc S et al. ejecutaron un estudio sobre la Evaluacion de inmunoensayo
de inhibicién turbidimétrica (TINIA) y métodos de cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio i6nico (HPLC) para la determinacion de hemoglobina
glicosilada. Dicha investigacion determina que existen varios factores pueden
afectar la precision de las mediciones de hemoglobina (Hb) Alc que se usan
ampliamente para controlar el control glucémico en pacientes diabéticos, por lo que
se intentd6 comparar los valores de HbAlc obtenidos mediante dos métodos
diferentes, los analisis de HbAlc de segunday tercera generacion de Roche Tina-
guant basados en el inmunoensayo de inhibicién turbidimétrica (TINIA) y el método
de intercambio cationico de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
utilizado por Analizador Arkray Adams HA-8160. Las mediciones de HbAlc se
llevaron a cabo en muestras de sangre de 2917 pacientes utilizando los métodos
mencionados anteriormente. La regresion lineal se utilizé para el andlisis de

correlacion y las ecuaciones lineales.

Los graficos de Bland-Altman se realizaron a partir de datos de comparacion de
métodos utilizando el software estadistico MedCalc. El estudio determind, que para
el control bajo, el ensayo Tina-quant de segunda generacion tuvo un coeficiente de
variacion (CV) dentro del ciclo y entre ciclos 0.8% y 0.9%; para el CV de alto control

dentro de la ejecucion y entre ejecuciones fueron 1% y 0.96%, respectivamente.

El método de HPLC para el control bajo tenia un CV del 1% dentro del ciclo y un
CV del 1.3% entre ciclos; para el control alto, el CV dentro del ciclo fue del 0.6% y
el CV entre ciclos fue del 0.9%. Con estos resultados se lleg6 a la conclusion, que
la segunda generacion de TINIA es un método confiable con muy alta imprecision
y buena precisién, comparado con los resultado obtenidos por el método HPLC
(29).

2.1Bases teodricas

Diabetes
Es una enfermedad metabdlica caracterizada por aumento de glucosa en sangre
de forma prolongada y una usencia o deficiencia de la produccion de la insulina. Es

una de las principales causas de enfermedad temprana y muerte en todo el
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mundo. Existe dos tipos: la insulino dependiente o diabetes tipo 1 y la no insulino
dependiente o diabetes tipo 2. La diabetes tipo 2 afecta a aproximadamente el 8%
de todo el mundo, y se plantea que existe entre el 25 y el 40% de pacientes sin
diagnosticar (1,6). A nivel mundial, la prevalencia de diabetes tipo 2 se estima en
6.4% en adultos, variando de 3.8 a 10.2% por regién; las tasas de diabetes no

detectada pueden llegar al 50% en algunas areas (5).

La diabetes tipo 2 representa mas del 90% de los pacientes con diabetes. Debido
a la enfermedad microvascular y macrovascular asociada, la diabetes representa
casi el 14% de los gastos de atencion médica de los EE.UU, al menos la mitad de
los cuales estan relacionados con complicaciones como infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, enfermedad renal en etapa terminal, retinopatia y pie
Ulceras (20). Numerosos otros factores también contribuyen al impacto de la
diabetes en la calidad de vida y la economia. La diabetes estd asociada con una
alta prevalencia de enfermedades afectivas, y afecta negativamente el empleo, el

absentismo y la productividad laboral (21, 22).

Hemoglobina glicosilada

La hemoglobina glicosilada (Hb Alc) es la hemoglobina unida quimicamente a la
glucosa. La HbAlc, que se separa en la cromatografia de intercambio cationico. La
primera fraccion que se separa, probablemente considerada hemoglobina A pura,
se denomin6 HbA 0, y las siguientes fracciones se designaron HbA la, HbA 1by
HbA 1c, en su orden de elucion. Las técnicas de separacion mejoradas han llevado

posteriormente al aislamiento de mas subfracciones (6, 23).

En un informe de consenso de 2009, un Comité de Expertos Internacionales
recomendo que se use un nivel de hemoglobina glucosilada (A1C) 26.5 por ciento
para diagnosticar la diabetes, posteriormente confirmado por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA). La ADA identifico 5.7 a 6.4 por ciento, confirmado
con una medicion repetida de A1C, como un mayor riesgo de desarrollar diabetes
(1, 23).

El ensayo A1C tiene varias ventajas sobre las pruebas de glucosa, incluida la mayor

conveniencia del paciente (ya que no se requiere preparacion especial o tiempo
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para la prueba A1C) y la correlacion de los niveles de A1C con la retinopatia. Sin

embargo, debe usarse con precaucion en ciertas poblaciones (1, 6)

Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) es un método de medicion cuantitativo de laboratorio
de hemoglobina. Se puede utilizar como una primera linea de pruebas de
hemoglobinopatias, para el cribado neonatal primaria 0 como un método
complementario para detectar y cuantificar anormal Hbs y para resolver resultados

ambiguos de otro método a base de proteinas.

El CE se puede realizar en hemolizados de glébulos rojos (RBC) de manchas de
sangre seca, sangre del cordon umbilical o muestras de sangre completa, por lo
gue es potencialmente util para la deteccion de recién nacidos. CE es comparable
a HPLC en su resolucion, capacidad de cuantificar Hbs de baja abundancia, falta
de interferencia de proteinas modificadas postraduccionalmente (glicosilada),
capacidad de automatizarse y velocidad (se pueden procesar multiples muestras
junto en unos minutos de tiempo de ejecucion). Los ejemplos de métodos
complementarios incluyen el uso de CE para resolver una Hb A falsamente
elevada detectado en presencia de Hb S por HPLC o usando HPLC para resolver

Hbs que caen en la misma ventana que Hb A por CE (12, 13).

CE es un tipo de electroforesis similar a la electroforesis en gel, pero utiliza un
tampodn liquido en lugar de un gel de agarosa para separar y cuantificar Hbs
normales y anormales. Las variantes de Hb se separan por flujo electrosmatico
utilizando capilares de silice cargados negativamente y una corriente de alto
voltaje. El trazado resultante se divide en 15 zonas en las que las Hbs normales y

variantes se muestran como picos, que pueden cuantificarse (17).

Las desventajas de CE incluyen el costo, la necesidad de experiencia técnica y la
separacion incompleta de Hb S de Hb D (10).

Inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica
Es un método de intercambio catidnico destinada a la medicion cuantitativa de

HbAlc en hemolizados o muestras de sangre completa para ayudar a controlar el
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control glucémico a largo plazo en personas con DM. Ademas, se puede utilizar
para el diagnéstico de diabetes e identificar a las personas en riesgo de desarrollar
diabetes (11-13).

La prueba se realiza con la preparacion de la muestra de sangre completa se
hemoliza con un reactivo que contiene detergente. El paso de hemolizacién puede
realizarse autométicamente en el instrumento o manualmente usando reactivo de
hemolizacion. La hemoglobina liberada en la muestra hemolizada se convierte en
un derivado estable que se mide fotométricamente durante la fase de preincubacion
de la reaccion inmunoldgica. La glucohemoglobina (HbAlc) en la muestra
reacciona con el anticuerpo anti-HbAlc para formar complejos de antigeno-
anticuerpo solubles. Al final, los polihaptenos en el reactivo reaccionan con el
exceso de anticuerpos anti-HbAlc y forman un complejo de anticuerpos-polihapten
insoluble. Este complejo se puede medir turbidimetricamente, cuanto mayor es la

concentracion de HbAlc, menor es la turbidez (9)(15).

2.3 Definicién de términos béasicos

Diabetes: Enfermedad metabdlica caracterizada por aumento de glucosa en
sangre de forma prolongada y una ausencia o deficiencia de la produccion de la

insulina (1).

Hemoglobina glicosilada: Hemoglobina unida quimicamente a la glucosa (1).

Electroforesis capilar: Método de medicidbn cuantitativo de laboratorio de

hemoglobina (17).

Inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica: Método de intercambio catidnico
destinada a la medicion cuantitativa de HbAlc en hemolizados o muestras de
sangre completa para ayudar a controlar el control glucémico a largo plazo en

personas con DM (19).

Sensibilidad: Es la capacidad que tiene una prueba diagnostica para detectar a

los sujetos que tienen la condicién buscada en una poblacion. Una prueba con
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elevada sensibilidad tendra menos probabilidades de obtener falsos negativos (24,
25).

Especificidad: Es la capacidad que tiene una prueba de detectar los que no tienen
la condicién buscada en una poblacion. Una prueba con elevada especificad tendra

menos probabilidades de obtener falsos positivos (24, 25).

Valor predictivo positivo: Es la probabilidad de que, si la prueba es positiva, el

sujeto evaluado corresponde a un verdadero positivo (24, 25).

Valor predictivo negativo: Es la probabilidad de que, si la prueba es negativa, el

sujeto de la prueba corresponda a un verdadero negativo (24, 25).
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CAPITULO llIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Formulacion de la hipotesis
El método de inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica mide con mayor exactitud
la hemoglobina glicosilada en paciente diabéticos del Hospital Nacional Alberto

Sabogal Sologuren, durante 2019.
Hipotesis especificas
Existe mayor efectividad, sensibilidad, especificidad, valor predictor positivo y valor

predictor negativo del método de inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica.

Existe menor efectividad, sensibilidad, especificidad, valor predictor positivo y valor
predictor negativo del método de electroforesis capilar

Existe una alta prevalencia de pacientes diabéticos del hospital.
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3.2 Variables y su operacionalizacion

. Categorias .
) L Tipo por su ) Escalade Medio de
Variable Definicion Indicador o y sus o
naturaleza medicién verificacion
valores
Condicién organica, Presencia ) o
. . o ) . Masculino Historia
Sexo masculina o femenin Cualitativa de érgano Nominal . .
. Femenino clinica
a, de los animales y sexual
las plantas.
) ) o . ) Historia
Edad Tiempo de vida Cuantitativa Afos Ordinal lall0 i
clinica
desde su nacimiento
Enfermedad Presencia
metabdlica que se de Diabetes
) caracteriza por el o diabetes ) tipo | Historia
Diabetes Cualitativa . Nominal ) »
aumento de glucosa segun los Diabetes clinica
en sangre por criterios tipo Il
periodos de la ADA
prolongados
Hemoglobina
glicosilada Presencia de niveles
medida por de hemoglobina . . Si Historia
) o Cuallitativa Mg/dI Nominal .
imunoensayo | glicosilada entre 4.8- No clinica
de inhibicion 5.9 mg/dI
turbimétrica
Hemoglobina ) )
o Presencia de niveles
glicosilada ) . S
. de hemoglobina o . Si Historia
medida por o Cualitativa Mo/dI Nominal "
. glicosilada entre 4.6- No clinica
electroforesis
) 6.05 mg/dl
capilar
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipos y disefio
El presente estudio sera planteado como un estudio observacional,, analitico y
transversal

4.2 Disefio muestral

Poblacion universo
Los pacientes diabéticos que necesitan realizarse el examen de hemoglobina

glicosilada y son atendidos por los diferentes servicios de un hospital.

Poblacion de estudio

Los pacientes diabéticos que necesitan realizarse el examen de hemoglobina
glicosilada por el servicio de Patologia Clinica del Hospital Sabogal en el periodo
2019.

Tamafio de muestra

La razén de verosimilitud (likelihood ratios) (LR) sera utilizada como medida de
asociacion, por lo que para detectar un LR por encima de 2.5, con la posibilidad de
un error alfa de 5%y beta de 10%, potencia de 90%, contemplando una prevalencia
de afectados de 25% en la muestra 'y FP 22%, se calcula un tamafio muestral de

111 casos, distribuido en 28 y 83 casos.

Muestreo

El muestreo serd no probabilistico por conveniencia.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusién
Paciente, a quien se le realiza un examen de hemoglobina glicosilada por los
diferentes servicios de medicina y que seran analizados por el servicio de patologia

clinica del Hospital Sabogal — Essalud en el periodo 2019.

Pacientes con historia clinica disponible
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Pacientes dispuestos a participar en el estudio

Pacientes mayores de 18 afios

Criterios de exclusion
No se incluird a gestantes, ya que la gestacién podria presentarse como una

variable distractora.

Pacientes a los que no se les puede realizar seguimiento en tiempo planteado.

Pacientes que fallecieron en sala de operaciones o en el seguimiento posterior

planteado

Pacientes referidos de otro departamento del Perd, que no sea Lima.

4.3 Técnicay procedimiento de recoleccion de datos

Se plantea realizar revisar la base de datos de pacientes diabéticos del Hospital
Nacional Alberto Sabogal Sologuren durante todo el 2019, que se realizaron una
prueba de hemoglobina glicosilada, sea por inmunoensayo de inhibicion

turbidimétrica o electroforesis capilar con el instrumento de recoleccion de datos.

4.4 Procesamiento y analisis de datos

Como medida de resumen para los datos cualitativos, se utilizara el promedio. Para
los datos cuantitativos se utilizara la media, la desviacion estandar se utilizara para
la variabilidad de la media. Para calcular la predictibilidad se utilizara tablas de
contingencia y los valores de sensibilidad, especificad, valor predictivo positivo y
negativo se hallaran utilizando las férmulas correspondientes. Para hallar la relacion
entre las variables cualitativas se utilizara la Prueba de Chi cuadrado. Por ultimo,
para las variables de edad y sexo de los pacientes con y sin via aérea dificil se
utilizard la Prueba de T student. A las variables cuantitativas se les realizara la
prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Como valor estadisticamente significativo

se utilizara el valor de p de < 0,05, calculando los correspondientes intervalos de
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confianza del 95%. Finalmente, se utilizaran graficos para visualizar las diferencias

de precision entre ambas escalas

4.5 Aspectos éticos
Se plantea que el presente proyecto de investigacion respetara la confidencialidad
de los participantes, al no mostrar datos que puedan revelar su identidad al publico;

tampoco se trasladaran los datos obtenidos a terceros ajenos a la investigacion.

Para la credibilidad de los autores, se dispondra una declaracion jurada con firmas

legalizado notarial.

Se respetara la privacidad del paciente al mantenerlos anénimos ya que se
eliminara el nombre, niumero de historia clinica, DNI o cualquier otro dato que pueda

revelar su identidad antes, durante y después del proyecto.

No es necesario describir los planes para difundir las enmiendas importantes
introducidas en el protocolo, puesto que no se realizaran modificaciones en los
criterios de seleccion, en las variables de resultados, en el analisis, ni a las partes
pertinentes ya sean, investigadores, comité de ética o junta de revision institucional,

participantes, revistas biomédicas, etc.

Los autores del presente proyecto obtendran el consentimiento informado del
Director de la Unidad de Estadistica del Hospital Sabogal, para la recoleccion de

datos de por medio de las historias clinicas de los pacientes.

El interés de los investigadores principales es determinar y aportar conocimientos
a los médicos, que realicen estas operaciones para poder mejorar la calidad de vida
de los pacientes posoperados. Se declara no presentar ningun conflicto de
intereses. Se plantea difundir los resultados obtenidos en una revista médica para

comunicar los resultados a los participantes, profesionales de salud, publico y otros.

Este tipo de estudio no presenta conflictos de interés ni éticos, pues se respetara
la confidencialidad de los pacientes. Por estas razones, y al no encontrarse otros

impedimentos, se concluye que este es un trabajo viable.
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CRONOGRAMA

Pasos

2020-2021

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre
Enero

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Redaccion final
del proyecto de
investigacion

Aprobacion del
proyecto de
investigacion

Recolecciéon de
datos

Procesamiento
y andlisis de
datos

Elaboracion del
informe

Correcciones
del trabajo de
investigacion

Aprobacion del
trabajo de
investigacion

Publicacion del
articulo
cientifico
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PRESUPUESTO

Concepto Monto estimado (soles)
Material de escritorio 400.00
Adquisicion de software 900.00
Internet 300.00
Impresiones 400.00
Logistica 600.00
Traslados 1000.00
TOTAL 3600.00
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1. Matriz de consistencia

ANEXOS

. Poblacion de Instrumento
. Pregunta de _ T Tipoy estudio y de
Titulo . ; hy! Objetivos Hipotesis disefio de ; L
investigacion . procesamiento recoleccion
estudio
de datos
Poblacién de | Ficha de
estudio recoleccion de
Los pacientes | datos.
diabéticos que
son atendidos
por los
diferentes
servicios del
Hospital Sabogal
Objetivo general | Hipétesis — Essalud en el
Determinar que | principal periodo 2019.
método que | El método de Procesamiento y
mide con mayor | inmunoensayo andlisis de datos
presicion la | de inhibicién
hemoglobina turbidimétrica Como medida de
glicosilada mide con resumen  para
(inmunoensayo mayor los datos
de inhibicion | exactitud la cualitativos  se
turbidimétrica y | hemoglobina utilizara el
electroforesis glicosilada en | EI  estudio | promedio. Para
capilar) en | paciente esta los datos
paciente diabéticos en | planteado cuantitativos se
) diabéticos en el | el Hospital | como un | utilizara la
PRECISION DEL Hospital Sabogal | Sabogal — | estudio media, la
METODO — Essalud 2019 Essalud 2019. | cuantitativo, desviacion
INMUNOENSAYODE | ¢Cual es el observacion | estandar se
INHIBICION método que | Objetivos Hipotesis al, utilizard para la
TURBIDIMETRICA mide con mayor | especificos especificas correlacional | variabilidad de la
VERSUS presicion la | Determinar la | Existe mayor | , media. Para
hemoglobina efectividad, efectividad, retrospectivo | calcular la
ELECTROFORESIS s L . e
glicosilada sensibilidad, sensibilidad, y predictibilidad se
CAPILARCOMO | (inmunoensayo | especificidad, especificidad, | descriptivo. | utilizara tablas
DETECTOR DE de inhibicién | valor predictor | valor predictor | Se  busca | de contingencia
HEMOGLOBINA turbidimétrica y | positivo y valor | positivoy valor | comparar y | y los valores de
GLICOSILADA electroforesis predictor predictor analizar los | sensibilidad,
HOSPITAL capilar) en | negativo del | negativo del | métodos especificad,
NACIONAL paciente inmunoensayo método de | cuantitativos | valor predictivo
ALBERTO diabéticos en el | de inhibicién | inmunoensayo | de medicién | positivo y
SABOGAL Hospital Sabogal turbldlmétrlca de _ |_nh|b|_<:|c')n de _ negativo se
— Essalud 2019? | Determinar  la | turbidimétrica. | hemoglobina | hallaran
SOLOGUREN 2019 efectividad, Existe menor | glicosilada utilizando las
sensibilidad, efectividad, en el | férmulas
especificidad, sensibilidad, Hospital correspondiente
valor predictor | especificidad, Sabogal - | s. Para hallar la
positivo y valor | valor predictor | Essalud. relacion entre las
predictor positivo y valor variables
negativo de la | predictor cualitativas  se
electroforesis negativo  del utilizara la
capilar método de Prueba de Chi
Determinar  la | electroforesis cuadrado.  Por
prevalencia de | capilar Ultimo, para las
pacientes Existe una alta variables de
diabéticos  del | prevalencia de edad y sexo de
Hospital pacientes los pacientes
Sabogal. diabéticos en con y sin via
el Hospital aérea dificil se

Sabogal 2019.

utilizara la
Prueba de T
Student. A las
variables

cuantitativas se
les realizara la
prueba de
normalidad de
Shapiro Wilk.




Como valor
estadisticament
e significativo se
utilizara el valor
de p de < 0,05,
calculando los
correspondiente
s intervalos de
confianza del

95%.
Finalmente, se
utilizaran
gréficos para
visualizar las

diferencias  de
precisién  entre
ambas escala.




2. Instrumento de recoleccién de datos

IDENTIFICACION DE LA INSTITUCION

INSTITUCION Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren

INVESTIGADORES Cuadros Tito, Carmen Sofia

PATOLOGIA CLINICA

Edad: afnos
Sexo: femenino___ masculino
Diabetes: tipo 1 tipo2

Hemoglobina glicosilada medida por imunoensayo por inhibicién
turbidimétrica:

4.8-59mg/dl: Si_no__
Hemoglobina glicosilada medida por electroforesis capilar:

4.6-5.0 mg/dl: Si _no__



