HEMOGLOBINAS GLICOSILATADAS
Dr. Gaston Arévalo L. *

La hemoglobina presente en los eritrocitos de los sujetos adultos normales
es la hemoglobina A. Su estructura quimica esa formada por cuatro cadenas
d2 aminoéacidos, dos alfa y dos beta, unidas cada una de ellas a un grupo Hem.
que contiene hierro.

Las cadenas alfa tienen un peso molecular de 15.126. Estian constituidas
por 141 aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. En sus extremos se encuentra
una molécula de Valina en el extremo N - terminal y una molécula de Arginina
en el extremo C - terminal. El hierro se une a las cadenas alfa por medio de
dos moléculas de Histidina presente en las posiciones 58 y 87,

Las cadenas beta estin formadas por 146 aminoacidos presentando una
molécula de Valina en el extremo N - terminal y una molécula de Histidina
en el extremo C . terminal. Su peso molecular es 15.866.

El hierro se une a la cadena beta a nivel de dos moléculas de Histidina
presentes en las posiciones 63 y 92.

En el adulto normal el 98% o algo mas de su hemoglobina circulante es
hemoglobina A. En cambio, durante la vida fetal sélo entre el 15 y 40% de
la hemoglobina es tipo A, siendo el resto del tipo fetal hemoglobina F.

Al final del primer afio de vida la hemoglobina A llega a su nivel normal,
abservandose sélo trazas de hemoglobina F.

La diferenciacion de los diversos tipos de hemoglobina normales y anormales
se ha logrado por medio de separacion electroforética, utilizando gran variedad
de buffers y modificando el soporte de la electroforesis, especialmente gel de
agar, acetato de celulosa, gel de almidén y originalmente papel.

La ve!ocidad electroforética de los diversos tipos de hemoglobina depende
de la disposicion de los aminoacidos en las cadenas peptidicas.

La hemoglobina normal del adulto hemoglobina A se identifica en acetato
de celulosa por tener la maxima movilidad electroforética, es decir, es la
fraccion mas lejana al punto de aplicacién.
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Utilizando electroforesis se ha establecido que la hemogiobina A puede
estar formada por tres subfracciones A-1, A2 y A-3. La fracciéon A-1 es la
méas importante y representa el 98% de la hemoglobina normal del adulto.

En 1958 investigadores trabajando con hemoglobina A-1 normal y utilizando
cromatografia en columna con resina de intercambio catiénico identificaron tres
subfracciones de movimiento rapido en la columna.

Estas subfracciones se mueven con mayor velocidad y son eluidas en los
primeros volumenes, mucho antes que el resto de la hemoglobina A-1 Las

subfracciones de movimiento rdpido fueron designadas con el nombre de
hemoglobinas A-1a, A.ib y A 1-c.

En estudios practicados con hemolizado de eritrocitos de adultos normales
se establecié que la hemoglobina A-1a representa el 1.6%, la A-1b el 08% vy
la A-1c el 4% del total de la hemoglobina A-1 presente en los eritrocitos.

La hemoglobina A-ic muestra una estructura idéntica a la hemoglobina A-1,
salvo que contiene una molécula de glucosa o de glucosa 6 fosfato unida al
aminoacido Valina N - terminal de la cadena beta.

En estudios posteriores se demostré que las hemoglobinas A-1a y A-1b
también contienen un hidrato de carbono en la misma posicion, considerandose
pueden ser punto intermedio en la conversién de hemoglobina A-1a en hemoglobina
A-1c.

Al conjunto de estas tres subfracciones de movimiento réapido se les ha
llamado hemoglobinas glicosilatadas (G-HB), por contener una molécula de
glucosa unida a su cadena beta.

La incorporacion de la glucosa a la molécula de hemoglobina ocurre en
forma continua, durante los 120 dias de vida del eritrocito. Es un fenémeno
lento, casi irreversible, que depende de la concentracién de glucosa dentro del
eritrocito, la cual es similar a la glucosa plasmatica. Como la incorporacion de
glucosa a la hemoglobina es lenta, la produccion de las hemoglobinas glicosila-
tadas es directamente proporcional a la concentracion de glucosa promedio en
los ultimos tres meses.

Las hemoglobinas glicosilatadas estan aumentadas en casos de didbetes
mellitus descontrolada.

Los cambios bruscos del nivel de glucosa plasmatica no afectan al porcentaje
de hemoglobina glicosilatada. La concentracién de G-HB regresa a lo normal
después de varias semanas de permanecer el paciente diabético bien controlado,
con valores de normoglicemia.

METCDO:

La determinacion de hemoglobinas glicosilatadas se realiza por cromatografia
en columna, utilizando una resina de intercambio cationico en buffer fosfato =2
pH 6.7.

Una pequena muestra de sangre total, 7 a 10 microlitros, se hemolisa con
agua destilada.
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Se aplica la muestra hemolisada en la columna por encima del nivel de
la resina y se deja gotear para que la hemoglobina se incorpore a la columna.

Se agrega buffer fosfato pH 6.7 que contiene cianuro de potasio, por encima
del nivel de la resina para lograr la elucién de las G-HB —fraccién rapida—. Se
recoge debajo de la columna la totalidad de esta elucién y se completa con
agua destilada hasta 3 ml. En esta forma se eluyen las tres fracciones de
glicohemoglobinas en una sola fraccion Hb A-ia4+-b+c. La diferenciaciéon de
las tres fracciones no tiene utilidad clinica, ya que todas estan elevadas en
pacientes diabéticos descompensados.

Al finalizar la elucién de la fraccién rapida, se aplica sobre el nivel de la
columna el eluente para el resto de la hemoglobina A-1 que permanece en la
columna —fraccién lenta—. El eluente estd formado por buffer fosfato pH 6.7
conteniendo cianuro de potasio y solucién salina 2 molar.

Se recoge esta fraccion totalmente y se lleva el volumen a 15 ml. con
agua destilada.

Se lee la densidad optica del liquido contenido en cada fraccion en un
espectro fotdmetro a 415 nm, ajustando el cero con agua.

Le concentracion de G-HB se expresa como porcentaje del total de In
hemoglobina presente en el hemolisado.

MUESTRA REQUERIDA Y CONDICIONES PARA LA PRUEBA:

1.—El paciente no requiere estar en ayunas. Los resultados no dependen
del nivel de glicemia en el momento de tomar la muestra.

2—Se debe usar sangre fresca, tomada con EDTA. La Heparina pueds
elevar falsamente los resultados.

3.—La muestra es estable cinco dias refrigerada, entre 2 y 5° C.
4 —Controlar los cambios de temperatura en la habitacién. Los valores
normales estan calculados para una temperatura ambiente de 22° C.
VALORES NORMALES:

Los valores normales de G-HB varian si son valores aislados para cada
fraccibn o si representan la suma de las tres fracciones juntas. Los valores
normales promedio para el método son: (G-HB A-1a4b4-c)

Sujetos normales: 6.9 - 1.5% (Rango: 3.0 a 8.4%)

Diabéticos descontrolados: 135 - 3.0 {Rango: 10 a 21 %)

APLICACION CLINICA:

i1 —Evaluacion del grado de control en diabetes mellitus.

Pacientes diabéticos bien controlados con su tratamiento muestran
valores de hemoglobina glicosilatadas en el mismo rango que los sujetos
normales 7.0--1.0.

VOL, XVIII No. 64 — SEPTIEMBRE 1879 113



En cambio, los pacientes diabéticos con hiperglicemia crénica y claras
evidencias de poco control de su enfermedad muestran valores elevados
13.54-3.0%

Se ha propuesto el método de G-HB como indicador de posibles
complicaciones de la diabetes. Valores elevados de G-HB se observan
en sujetos propensos a las complicaciones vasculares de la didbetes,
ya que en forma general se acepta que las complicaciones estan
relacionadas a la hiperglicemia crénica y a la elevacion de los lipidos,
frecuentemente observada en pacientes descontrolados.

2 —Para el diagndstico propiamente de la diabetes subclinica, la determinacion
de G.HB no ha sido un método de gren valor, ya que los sujetos que

muestran glicemia en ayunas normal con postprandial elevada,
generalmente tienen un valor normal de G-HB.

Sin embargo, los valores elevados de G-HB confirman el diagnéstico
de' diabetes en sujetos que presentan un test de tolerancia a la glucosa
dudoso. En esta circunstancia, debe mantenerse el diagnostico de
diabetes y proceder al tratamiento adecuado.

3—En casos de anemia hemolitica, el nivel de G-HB es mas bajo que lo
normal, debido a la menor sobrevida de los eritrocitos. En pac.entcs
diabéticos descontrolados de raza negra se han reportado valores normales
de G-HB. Estudiando la hemoglobina de estos pacientes se demostrd
que presentan concentraciones variables de hemoglobinas anormales
S y C, las cuales aparentemente no se glicosilatan, Se estima que estas
hemoglobinas anormales podrian tener dificultad en unirse a la glucosa,
en virtud de que su diferencia estructural con la hemoglobina A-1 radica
en modificaciones en la cadena beta, a la cual se une la glucosa.

La hemoglobina S presenta una molécula de Valina en posicién 6
sustituyendo al Acido Glutdmico de la hemoglobina normal y la
hemoglobina C en cambio, tiene una molécula de Lisina en posicion 6.
En presencia de hemoglobinas anormales, la concentracion de G-HB
se calcula aplicando la siguiente férmula:

G-HB obtenida X 100

G-HB corregida =
. . (100 — % de HB anormal)

El valor de G-HB calculado con esta férmula en pacientes diabéticos
descontrolados, que presentan hemoglobinas anormales en sus eritrocitos,
es similar al observado en pacientes diabéticos descontrolados con
hemoglobina normal.

4 —La determinacion de G-HB depende de la temperatura del laboratorio.
Las determinaciones deben practicarse entre 21 y 24 *C. Una temperatura
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superior aumenta el porcentaje y lo contrario en temperaturas bajas.
Las modificaciones por la temperatura se pueden corregir usando una
tabla establecida para valores normales a diversas temperaturas o
usando una sangre control como referencia.
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