ACTA MED PORT 3: 233, 1981

PROGRESSOS EM  MEDICINA

HEMOGLOBINA GLICOSILADA — ESTRUTURA, IMPORTANCIA
CLINICA, E METODOS DE DETERMINACAO

M. Carlota Proenca e |. Martins e Silva

Cadeira de Bioquimica. Faculdade de Medicina de Lisboa.
Lisboa. Portugal.

1. Estrutura e caracteristicas da hemoglobina glicosilada

Cerca de 909% da hemoglobina (Hb) dos adultos € criangas normais (com
idades superiores a 6 meses) ¢é constituida pela HbA (o.B.); a par deste componente
principal, existem habitualmente duas outras fraccoes, 2 HbA, (w.5.), perfazendo
cerca de 2,5% da Hb total e a HbF (a,y.), apenas 0,2% a 0,5%. A sintese de cada
uma das cadeias polipeptidicas (a, B, v € 8) daqueles trés componentes da hemoglobina
é codificada por genes diferentes. *

Em 1958, Allen, Schroeder e Balog 2 descobriram, por cromatografia com resinas
permutadoras de iSes, trés outras fracgGes menores da hemoglobina. Estas fracgdes,
que se verificou serem glicosiladas e apresentarem a mesma constituigio polipeptidica
da HbA, foram designadas por ordem de eluigio como HbAy, HbA,,, HbA;.. A dife-
renca de estrutura entre 2 HbA e as fracgdes glicosiladas residiria na presenca de um
grupo quimico ndo identificado, fixado 2 extremidade NH, do aminodcido (valina)
terminal das cadeias .3 Na sequéncia, ficou estabelecido que cada molécula de HbA,,
possuia dois daqueles grupos que, sendo inicialmente caracterizados come hexoses, *
vieram a ser identificados como moléculas de glicose. 3

A natureza exacta da HbA,, e HbAy, esti ainda por esclarecer. McDonald e Cols ®
separaram da HbA;, dois componentes, a2 HbA;,; € a HbA,,,, também glicosilados
na extremidade NH, das cadeias B, respectivamente, pela frutose 1,6-difosfato e
glicose-6-fosfato. A estrutura da HbA; permanece desconhecida; pensa-se que seja
igualmente glicosilada mas nio ao nivel da extremidade NH, das cadeias (3; prova-
velmente, apenas uma das cadeias @ seria modificada, talvez por desamina¢io de uma
molécula de asparagina ou de glutamina.” Admite-se ainda a existéncia de outras
fraccbes menores, HbA;; e HbA[,.

Ao contririo das hemoglobinas A, A, e F, as fracgoes glicosiladas seriam formadas
no decurso dos 120 dias de vida eritrocitiria, por um processo lento e certamente
nio-enzimitico. 8

2. Importincia em diabetologia

A totalidade dos componentes glicosilados da HbA é expressa como HbA;.
No individuo normal, 2 HbA; perfaz cerca de 6 2 109 da hemoglobina total eritro-
citaria, dos quais 4 a 6% sdo representados pela HbA,..? Nos diabéticos, aqueles
valores elevam-se respectivamente, para cerca de 18% e 13%, ou mais. % 1°
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O interesse pela HbAy,, e, particularmente pela fracgio mais abundante (a HbA,,),
foi suscitado pelas observagdes de Huisman e Dozy, 11 mais tarde confirmadas por
outros grupos. 1% 13

Nesses trabalhos verificou-se aumento da HbA;, na diabetes mellitus, sobretudo
marcado em periodos de descompensagio metabélica. 133 Desde entio, numerosos
trabalhos tém vindo a confirmar aquelas observagdes iniciais, de modo a que a deter-
minagio da HbA; ou, mais especificamente, a da HbA,, &, como alternativa & da
glicémia ou glicosiiria, tida como um processo excelente de avaliagio do equilibrio
metabélico na diabetes humana. 9 10, 14

Nio hi qualquer inconveniente em medir o conjunto das fraccdes glicosiladas
(HbA;) em vez da HbA,, ji que existe boa correla¢io entre os valores de ambos
os parimetros. 1> E de prever, todavia, que, no futuro, serdi a HbA;, e nio a HbA,
a constituir o elemento comum de referéncia neste tipo de estudo diabetolégico. Para tal,
torna-se necessiric dispor de técnicas exactas e ripidas que possibilitem o processa-
mento de nimero elevado de amostras em exames de rotina clinica. Este ponto tem
constituido um dos principais obsticulos em estudos sistematicos, nio s6 para apreciacio
do controlo metabélico e eficicia do tratamento mas ainda, eventualmente, para o rastreio
da diabetes ou avaliagio das interrelacdes entre o grau de controlo metabdlico e a ocor-
réncia das complicagGes que se lhe associam.

3. Métodos de doseamento

Ainda nio existe um método quantitativo que preencha satisfatoriamente os
requisitos de rapidez e exactidio pretendidos em observages de rotina clinica. Esta difi-
culdade tem motivado os esforcos de diversos grupos de trabalho, com reflexo. em
quatro tipos de técnicas descritas: cromdtograficas, electroforéticas, colorimétricas e, muito
recentemente, as radioimunolégicas.

3.1. Métodos cromatogrificos

Os métodos cromatogrificos em uso baseiam-se nas técnicas originais de Schroeder
e Cols % ' com resinas permutadoras de catiGes (Amberlite ICR 50) : as fracgbes glico-
siladas eram separadas a 4°C, em conjunto com a HbF, dos restantes componentes da
hemoglobina, eluidos a 28° C. Dessas técnicas, em que cerca de 80 h eram consumidas
na separacio dos componentes glicosilados e mais 4 dias para a regeneragio das colunas,
derivaram: a simplificagdo directa da técnica de Allen e Cols, 2 os métodos autométicos
e os Kits comerciais.

A modificagio do método de Allen e Cols? por Trivelli e Cols?® encurtou a
duracdo das andlises para 9 horas, periodo este que continuava a ser excessivo para
determinacSes de rotina em grande nimero de amostras. Todavia, ji era possivel
separar 2 HbA;; das restantes fracgbes glicosiladas a temperatura ambiente, recorrendo
a dois tipos de tampGes € a uma diferente resina permutadora de catides (Bio Rex 70).

Com um sistema de dois tampbes e suporte estacionirio equivalente, foram
subsequentemente introduzidas modificagGes, sobretudo nas dimensGes das colunas,
caracteristicas das particulas do meio e instrumentagio. Assim, recorrendo a colunas
mais curtas e estreitas e a volumes reduzidos de hemolisado, foi possivel encurtar o
tempo total de elui¢do para 2,5 horas 118 ou 20 minutos. ** Exceptuando um destes
métodos, 1° nos restantes a quantificagio da HBA;, é substituida pela determinacio
das trés fracgbes ripidas (HbArp,.1ps1c) no mesmo eluado, como HbA,.



HEMOGLOBINA GLICOSILADA 235

Além da diminui¢io de resolugio, potencialmente influente na interpretagio dos
resultados, a avaliagio global das fracgdes glicosiladas como HbA, apresenta outra
desvantagem, inerente 2 ligeira contaminagio da HbA; com a HbA. Este inconveniente,
embora pouco significativo, explica que a produgio de HbA; seja superior ao soma-
tério da HbA1, 1 +1c-

Tendo como fundamento o métodg de Kynoch e Cols, 7 diversas companhias de
produtos laboratoriais vém desenvolvendo sistemas de reagentes e colunas pré-preparados
de utilizacio Gnica, em exames de rotina. Esses sistemas (Kits), comercializados sobretudo
por Isolab Inc., Biorad, Helena Laboratories e Brinkman, utilizam a Bio Rex 70 em
mini-colunas, para separar, no mesmo eluado, as principais frac¢des da hemoglobina
glicosilada como HbA;. A elui¢io é ripida e permite a determinagio simultdnea de
um nGmero considerdvel de amostras. Particularmnte dois desses métodos (Helena
e Isolab) evidenciam grande dependéncia da temperatura ambiente, requerendo rigoroso
controlo térmico; na generalidade, também as minicolunas sic muito sensiveis a
variagio de pH e forca iénica dos tampGes 2> 2! além de, tal como sucede com as
macrocolunas, ¥ ndo possibilitarem um controlo permanente da qualidade de separagao
das diversas fracgGes. 20

Os métodos de cromatografia automdtica permitiriam ultrapassar alguns daqueles
problemas. A par do controlo das caracteristicas de separacio, por registo continuo
das fraccBes eluidas, foram ainda substancialmente aumentadas as possibilidades de
determinagio de dezenas de amostras, com rapidez e precisio. Os métodos sio desen-
volvidos a baixa ou alta pressio, utilizando um sistema de trés tampbes de gradiente
varidvel e volume reduzido de amostra (microlitros), para separar as diversas fraccdes
glicosiladas, sobretudo a HbA;,.. Tém o inconveniente de ser demasiado complicados
e dispendiosos para exames de rotina, estando ainda fora do alcance da maioria dos
laboratérios.

Finalmente, em todos os métodos cromatogrificos descritos até hoje, as fracgdes
glicosiladas sdo contaminadas com a HbF, produtos de desnaturagio da Hb e algumas
variantes da Hb normal. 24

3.2. Métodos electroforéticos

Este tipo de método, que aplica o principio da focagem das proteinas no seu ponto
isoeléctrico num gradiente de pH, é utilizado para a hemoglobina desde 1971.%
A separagio das hemoglobinas com a isofocagem em gel de poliacrilamida é superior
3 das electroforeses, além de permitir a observagio simultinea de grande nimero de
amostras. As fracgdes menores da HbA, com pH inferior a0 da HbA, migram em
fraccbes distintas; todavia, com os anfélitos disponiveis, nio é possivel separar cla-
ramente a HbA;, da HbA. 2¢ Nio obstante a densitometria das placas ter melhorado
a separagio da HbA,,, relativamente & HbA e 4 HbF, 2% 27 esta técnica, embora prome-
tedora, nio esti ainda a ser aplicada na generalidade dos laboratérios, talvez devido
a dificuldades de apetrechamento.

3.3. Métodos colorimétricos

Submetendo solu¢bes contendo hemoglobina glicosilada a hidrélise dcida a 100° C,
obtém-se a libertagio do S-hidroximetilfurfural; esta reacgdo seria consistente com a
existéncia de uma ligagio ceto-amina nos pontos de glicosilagio. ?® O 5-hidroximetil-
furfural pode ser quantificado espectrofotométricamente apds reagir com o 4cido tiobar-
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bitirico, de que se forma um composto corado com pico de absorgio tipico, a 443 nm.
Esta técnica, aparentemente ficil, exibe contudo algumas desvantagens; requer grande
precisio metodoldgica e nio evita que concentracies elevadas de monossaciridos no
plasma interfiram nos resultados. A baixa reprodutibilidade e fraca correlacio com a
HbA,. retira eficicia a este método, apesar de satisfazer, em principio, os requisitos
de simplicidade e rapidez. As alteragbes recentemente introduzidas?® nio evitam que
0s passos metodoldgicos sejam dependentes de grande precisio; por outro lado, o pro-
cesso nao € estoiquiométrico. A principal vantagem técnica, relativamente i cromatografia
em colunas, é a de possibilitar a determinacio da Hb glicosilada na presenca de
variantes da HbA, HbF e HbS.

3.4. Métodos radioimunolégicos

Este tipo de técnica, bastante sensivel e requerendo quantidades minimas de
amostra (100 pl) encontra-se nos seus primeiros passos. Possibilita a identificagio da
HbA,,, mas apresenta reac¢bes cruzadas com a HbA,, e Hby, 3! Todavia, por necessitar
de anticorpos de elevada qualidade e padres de hemoglobina bem caracterizados, uns

e outros ainda nido conseguidos, nio pode, por enquanto, ser aplicado a estudos de
rotina.
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