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La determinaciéon de la hemoglobina glicosilada se ha introducido en el campo de la diabetes en afios
recientes y constituye actualmente un parametro de gran importancia en la practica asistencial e Investigativa
en dicho campo. Se ofrecen en el presente trabajo los resultados de una revisiéon bibliografica de esta
tematica (62 citas) y se comentan los aspectos mas relevantes de las caracteristicas estructurales y de
composicion, la biosintesis y los métodos de determinacién de la hemoglobina glicosilada, asi como los
resultados de estudios clinicos que ponen de manifiesto su importante asociacién con la diabetes mellitus y
sus complicaciones.

INTRODUCCION

Si se revisa la literatura cientifica especializada en el campo de la diabetes, anteriormente a 1975,
se pueden encontrar escasisimas referencias, a un término que en los 10 afios transcurridos desde
esa fecha, ha aparecido en miles de publicaciones que cubre los mas variados aspectos de la practica
diabetoldgica asistencial e investigativa.

La hemoglobina glicosilada, o mas propiamente hablando, las hemoglobinas glicosiladas, se han
relacionado, entre otras cosas, con el diagndstico, con el control metabdlico y con las complicaciones
asociadas con la diabetes.

¢Qué es la hemoglobina glicosilada? ¢Cémo se sintetiza in vivo? ¢Cudél es su relaciéon con la
diabetes? ¢ Se justifica el enorme interés que ha despertado en este campo en los Ultimos 10 afios?

Se propone en el presente trabajo esclarecer éstas y otras interrogantes mediante una breve
revision bibliografica que sirva, sobre todo, para dirigir al lector a las fuentes originales que sustentan
sobradamente la relevante actualidad de esta teméatica.
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NOMENCLATURA. COMPOSICION Y CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Como es bien conocido, méas del 90% de la hemoglobina que se encuentra en los eritrocitos
humanos, esta formada por la hemoglobina A (también denominada A 6 A). El 10% restante esta
constituido por compuestos resultantes de modificaciones possintéticas de la hemoglobina (HbA), por
adicion de pequefias moléculas.

En su conjunto, las moléculas con modificaciones possintéticas del grupo N-aminoterminal se
nombran HbAiI 6 hemoglobina rapida, pues eluyen rapidamente y preceden al pico de HbA, a pH
débilmente acido en columnas de intercambio catidnico. Dentro de esta clase se encuentran la HbAui y
la HbAi,; (1 al 2%) que contienen fosfatos de azucares; la HbAib (1 al 2%), cuya estructura no se
conoce con exactitud, y la HbAi; (4 al 6%), que es la mas abundante e importante y que resulta de la
condensacion de la HbA con la glucosa.

Es de sefialar que existe cierta confusion en la literatura con respecto al uso del término
hemoglobina glicosilada, pues en algunos casos se emplea para referirse a la HbAi total (a + b + ¢), y
en otros se utiliza para nombrar la subfraccion méas importante de ésta, la HbAic.

Alien' en 1958, fue el primero en detectar la presencia de las hemoglobinas menores en hemolizados
de pacientes normales, y logré aislar la HbAic. Posteriormente se realizaron diversos estudios de
caracterizacion, cuyos resultados iniciales® permitieron apreciar que las secuencias aminoacidicas de la
HbAq y de la HbAIc eran idénticas y se presenta como Unica diferencia detectable entre ambas, la
presencia de una molécula de bajo peso molecular, reducible por borohidruro de sodio, unida al
extremo aminoterminal de la cadena beta de la HbAiC. Evidencias posteriores® apuntaban a la
posibilidad de que esta sustancia fuera un carbohidrato, lo que fue confirmado por Bunn y
colaboradores® en 1975. Estos autores propusieron que el carbohidrato era la glucosa, la cual sufria un
reordenamiento de Amadori, subsiguiente a la formacion de una base de Schiff entre el residuo valinico
N-terminal y el azUcar. Esta base de Schiff es un aducto labil, llamado por algunos autores pre-HbAig,
el cual puede constituir, bajo ciertas condiciones, una fraccion importante de la HbAk- total. En la figura
se representa de forma esquematica el reordenamiento de Amadori.

La evidencia definitiva que permitid esclarecer la naturaleza exacta del carbohidrato y el tipo de
unién de éste con la cadena beta de la HbA, la brindaron Koenig y colaboradores,’® en 1977, los que
caracterizaron a la 1-desoxi-1 (N-valil) fructosa, como el azdcar que se encuentra unido al extremo
aminoterminal de la cadena beta de la HbAic.

Con relacion a las estructuras de las otras 2 hemoglobinas menores, HbAi y HbAIb, la situacion es
mas incierta. McDonald y colaboradores han demostrado que la HbAu puede separarse en 2
componentes, al y a2, con la utilizacion de métodos cromatogréaficos. El andlisis del contenido de
glucosa y fosfato de estas moléculas, asi como la preparaciéon de glicohemoglobinas sintéticas, les
llevé a la conclusién de que la molécula presente en el extremo aminoterminal de la cadena beta de la
HbAui es la fructosa 1-6 difosfato, mientras que en la HbAu2. es la glucosa-6 fosfato. La estructura de
la HbA,h no ha sido aun dilucidada.
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BIOSINTESIS

La biosintesis de la HbAi; se ha encontrado que tiene lugar a una velocidad constante durante el
periodo de vida del eritrocito en todas las especies estudiadas. Como quiera que los hematies
circulantes carecen de la capacidad de iniciar la sintesis proteica, la produccién de la HbAk tiene que
necesariamente constituir una modificacion possintética de la HbA.

Numerosas evidencias™® permiten afirmar que la glicosilacién de la hemoglobina es una reaccién no
enzimatica, lenta en su ocurrencia, probablemente irreversible y fundamentalmente dependiente de la
concentracién de glucosa circulante.

Dos hipotesis podrian explicar la formacién in vivo de la HbAic. Bien la glucosa podria sufrir una
adicion no enzimatica a la HbA, o la glucosa- 6-fosfato formar un aducto mas cargado negativamente
que seria posteriormente desfoforilado para formar la HbA;.. En ambos casos se requeriria la formacion
de la base de Shiff (pre-HbAi.) entre el azlcar y la vaiina del extremo N-terminal de la cadena beta, que
luego sufriria el reordenamiento de Amadori ya sefialado anteriormente.

La segunda variante resulta atractiva si se tiene en cuenta que in vitro ciertos intermediarios
glicoliticos fosforilados presentan la condensacién no enzimatica con la hemoglobina a velocidades
mucho mayores que los azlicares no fosforados.'’-'? Ademas, la presencia del fosfato le permitiria al
azucar orientarse y estabilizarse en el bolsén de difosfoglicerato de la molécula de hemoglobina y asi
explicar la especificidad de la reaccién por la cadena beta. Sin embargo, también se ha informado® que
los niveles normales de HbAuz2, de glucosa-6-fosfato y de fructosa-6-fosfato en eritrocitos de
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diabéticos, hacen insostenible la hipétesis de que la HbAu2 sea el precursor fundamental
de la HbA.

Shapiro y colaboradores™ y Svendsen y colaboradores™ han aportado recientemente datos
adicionales sobre los complejos mecanismos imbricados en la biosintesis no enzimatica de los
productos de glicosilacion de la HbA.

METODOS DE DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA

De las consideraciones hechas en parrafos anteriores respecto a la composicion, caracteristicas
estructurales y biosintesis de la HbAi, se desprende que su cuantificacion puede basarse en métodos
gue midan individual y/o globalmente todas las fracciones glicosiladas, es decir, HbAi total, la fraccién
mas abundante, HbAi., y aliin dentro de ésta las subfracciones estables y labiles (pre-HbAic).

De los métodos que se utilizan actualmente para la dosificacién de hemoglobina glicosilada, los de
uso mas generalizado (quizas por razones histéricas), se basan en la cromatografia del hemolizado en
columnas de intercambio catiénico. Del método original,'® que requeria un largo tiempo para hacer las
dosificaciones y el uso de columnas relativamente grandes con el consiguiente encarecimiento de la
técnica, debido al alto precio de la resina, han ido surgiendo modificaciones’®* que implican
fundamentalmente el uso de microcolumnas que acortan el tiempo de andlisis considerablemente y
facilitan, por su notable simplificacion, la determinacion rutinaria de este pardmetro. Todos estos
métodos se basan en la rapida elucién de las hemoglobinas menores a pH débilmente acidico,®’
cambio de soluciéon amortiguadora para eluir la HbAo y medicién de la absorbancia de las fracciones a
415 nanémetros. En dependencia de la variante utilizada se lograra la separacion de las hemoglobinas
menores en sus fracciones a, b, y ¢, o las 3 eluiran juntas como HbaAi total.

Fluckiger y Winterhalter! desarrollaron un método colorimétrico basado en la reaccién del 5 -
hidroxi-metil-furfural producido por la hidroélisis acida del residuo glicosado con el &cido tiobarbitdrico.
Varios autores®? han modificado detalles metodolégicos de este procedimiento, y aunque el mismo
requiere una estricta estandarizacion, resulta por su sencillez, precision, escasos requerimientos de
equipos y recursos y potenciales posibilidades de ser automatizado, una de las metodologias mas
atractivas para la determinacion rutinaria de hemoglobina glicosilada.

Se han descrito igualmente métodos que emplean electroforesis en gel de agar,
radioinmunoensayo,” enfoque isoeléctrico®®?’ y cromatografia liquida de alta presién,”®* los que a
pesar de ofrecer como ventajas la posibilidad de realizar un elevado nimero de determinaciones en
corto tiempo, con alta sensibilidad y especificidad, requieren de la utilizaciéon de equipos costosos y
sofisticados que no estan a la disposicion de un laboratorio clinico promedio.

23,24

La cromatografia de afinidad también ha sido utilizada recientemente para la determinacion de
hemoglobina glicosilada’"* y el hecho de ser menos sensible que la de intercambio idnico a
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variaciones de pH y temperatura, cantidad de muestra afiadida y requerir basicamente sélo de
columnas regenerables y un espectrofotémetro, le ofrecen mayores posibilidades de aplicacién en el
trabajo rutinario.

La literatura reciente ofrece varias referencias a estudios comparativos realizados entre muchos de
estos métodos**** en los que se ponderan muchas de sus respectivas ventajas y limitaciones.

RESULTADOS DE ESTUDIOS CLINICOS

Fueron Huisman y Dozy® los que primero detectaron niveles aumentados de hemoglobina
glicosilada asociados con la diabetes mellitus. Posteriormente, Rahbar y colaboradores,®”*® en una
encuesta realizada en Teheran, detectaron una banda de hemoglobina anormal en 2 de 1 200 pa-
cientes estudiados, los cuales resultaron ser diabéticos; estos autores encontraron esta misma banda

en la sangre de todos los pacientes diabéticos que estudiaron a partir de esa primera observacion.

Trivelli y colaboradores™ llevaron a cabo uno de los primeros estudios clinicos de los niveles de
HbAIi en pacientes diabéticos, y a partir de entonces, numerosos estudios han confirmado que este
parametro se halla aumentado de 1,5 a 2 veces méas en pacientes diabéticos, que en sujetos
normales.’**** En el Instituto Nacional de Endocrinologia se han corroborado estos hallazgos en uno
de los primeros trabajos que se realizaron dentro de esta temética.**

En la tabla se resumen los resultados obtenidos en estos estudios, y se observa que los niveles
promedio de hemoglobina glicosilada en sujetos normales y en pacientes diabéticos, son
significativamente diferentes en todas las series estudiadas.

Se han investigado asimismo los niveles de hemoglobina glicosilada en nifios, _*® en mujeres
embarazadas normales y diabéticas,*->" en pacientes diabéticos en las mas diversas situaciones
clinicas, y se ha evaluado su posible utilidad en el diagnéstico de la diabetes y la intolerancia a los
carbohidratos.52-5



Nos limitaremos, sin embargo, en los proximos parrafos, a comentar brevemente las evidencias
relacionadas con el papel més relevante de esta determinacién en la practica diabetologica, es decir, el
constituir un indicador integral del control metabolico en pacientes diabéticos.

La observacion de que los niveles de hemoglobina glicosilada eran normales en el gemelo no
diabético,* vino a confirmar que los niveles anormales encontrados en la diabetes son secundarios al
desajuste metabolico de la enfermedad y no reflejo de un determinismo genético. El hecho de que la
velocidad de glicosilacién de la hemoglobina para formar HbAi sea determinada fundamentalmente por
los niveles de glucosa a los que se ven expuestos los hematies circulantes durante su vida media
(aproximadamente 120 dias), ha sido inobjetablemente confirmado por numerosos estudios.

Gabbay y colaboradores® encontraron una correlacion significativa entre los niveles de HbAi y la
excrecion urinaria de glucosa (en muestras de
24 horas) medida mensualmente en 128 pacientes diabéticos. La mejor correlacion se encontré entre
el nivel de HbAI y la glucosuria medida 2 meses antes, tiempo que constituye la vida media de los
hematies normales

Se han encontrado niveles muy elevados de hemoglobina glicosilada en pacientes diabéticos en
cetoacidosis,”®*" lo que refleja, sin lugar a dudas, el periodo prolongado de descontrol metabolico
precedente al episodio agudo.

Ditzel y Kjaergaard,5 al estudiar diabéticos en el comienzo de la enfermedad y al seguir estos
pacientes hasta la mejoria de su control metabodlico, hallaron que los valores elevados de hemoglobina
glicosilada del inicio, tendian gradualmente a disminuir hacia la zona normal, a medida que el control
metabolico de los pacientes mejoraba.

En diabéticos no insulinodependientes, Graf** encontré una relacién altamente significativa entre la
tasa de HbAI y la glicemia en ayunas, lo cual refleja la utilidad de este pardmetro, aln en estos casos
en los que el control metabolico tiende supuestamente a ser méas estable. Mediante un disefio diferente,
Ezcurra y Diaz*® hallaron que en diabéticos no insulinodependientes, la hemoglobina glicosilada podia
indicar la tendencia del control glicémico por periodos largos de tiempo.

Como bien sefialan Gonen y Rubenstein en su magnifica revision,® la gran utilidad de la dosificacién
cuantitativa de hemoglobina glicosilada en la evaluacién del control metabolico en pacientes diabéticos
ha sido bien demostrada. Dichos autores resumen sus ventajas y limitaciones.

Ventajas

1. Es una prueba objetiva, no dependiente de la cooperacion ni de la habilidad del paciente, como es el
caso del autoanalisis cua ita ivo 0 semicuantitativo de glicemia y glucosurias mediante el uso de tiras
y equipos especificos.
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Es independiente de la hora del dia, comida o ejercicios previos.
Describe el control metabdlico con un solo valor.

Facilita la evaluacion inicial del paciente y simplifica el proceso de seguimiento.

Provee al clinico con un punto final definitivo hacia el cual debe dirigir el proceder terapéutico.

o g M W N

Puede servir como una prueba de screening para diabéticos, aparentemente compensados, y que
en realidad tengan un control metabdlico lejos del 6ptimo.

Limitaciones

1. No es util para decidir sobre manipulaciones agudas de terapia insulinica o diata.
2. Obviamente no refleja la ocurrencia de episodios hipoglicémicos.

3. No es util en presencia de ciertos desérdenes hematoldgicos en los que la vida media del hematie
esté alterada.

4. A pesar de recientes modificaciones, la metodologia analitica es ain més cara y laboriosa que la
de otras determinaciones empleadas para evaluar el control metabolico en pacientes diabéticos.

LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA Y LAS COMPLICACIONES DE LA DIABETES

Medio siglo después del descubrimiento de la insulina, las secuelas micro y macrovasculares de
la diabetes mellitus constituyen el reto principal para los investigadores en este campo, debido a lo
relativamente poco que se conoce aun sobre su patogenia, y al enorme impacto en cuanto a
morbilidad y mortalidad que estas complicaciones representan para las poblaciones diabéticas en
todo el mundo.

Uno de los puntos mas controvertidos en los que a este tdpico se refiere, es la relacién entre el
grado de control metabolico y la ocurrencia de las complicaciones a largo plazo,® lo cual ha sido, sin
duda, debido en parte a la carencia de un método objetivo y uniforme que permita monitorear de
modo efectivo el verdadero status del control metabolico en los pacientes diabéticos. Como se ha
sefialado en epigrafes anteriores, la hemoglobina glicosilada constituye un indice integrador que
refleja la media de las concentraciones glicémicas del paciente en un periodo de 6 a 8 semanas
anteriores a su cuantificacion, y es por esta razén que se han depositado enormes esperanzas en
que estudios clinicos prospectivos que incluyan esta determinacion, permitiran dilucidar
definitivamente la probable relacion entre la hiperglicemia y las complicaciones asociadas con la
diabetes. Es importante destacar el caracter prospectivo que tienen que tener estos estudios, pues
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el tiempo en que transcurre la sintesis in vivo de la HbAi, no puede guardar relacién alguna (para
una medicion aislada) con la ausencia, presencia, frecuencia o severidad de las complicaciones.

Como sefialan Cerami y Koenig,** hay otro aspecto importante que engarza a la hemoglobina
glicosilada con las secuelas de la diabetes, y es la potencial utilizacion de la reaccién de glicosilacién
de la hemoglobina como modelo bioquimico conceptual dentro del cual se enmarquen los mecanismos
patogénicos de estas secuelas. Si una proteina como la hemoglobina, a través de una reaccion
posribosomal, es capaz de sufrir cambios que afecten su afinidad por el oxigeno y modifiquen en cierta
medida la elasticidad y deformabilidad del eritrocito, entonces otras proteinas estructurales o
funcionales (enzimas) son potencialmente capaces de sufrir cambios semejantes que expliquen las
modificaciones bioquimicas, estructurales y funcionales asociadas, entre otras, con las lesiones micro
y macrovasculares.

Ya han comenzado a aparecer trabajos en la literatura relacionados con la glicosilacién de muchas
otras proteinas y se han referido hechos, hipétesis y especulaciones sobre la significacion
fisiopatoldgica de estos procesos para la diabetes mellitus y sus complicaciones. Esta tematica sera
objeto de una préxima publicacién que se tiene actualmente en preparacion.

SUMMARY

Ezcurra Ferrer, E. J.: Glycosylated hemoglobin and its importance in assistance and investigative practice in
the field of diabetes mellitus. Bibliographic review.

Recently, determination of glycosylated hemoglobin has been introduced in the field of diabetes mellitus and is
a paramenter of great importance in assistance and investigative practice within such field. In this paper,
results from a bibliographic review on this themes (62 quotations) are offered and the most outstanding
aspects of structural and of composition characeristics biosynthesis and methods for determination of gly-
cosylated hemoglobin, as well as results of clinical studies making evident its important association with
diabetes mellitus and its complications, are commented.

RESUME

Ezcurra Ferrer, E. J.: L'hémoglobine glycosilée et son importance au niveau des soins et de la recherche dans
le domaine du diabéte sucré. Revue bibliographique.

Depuis quelques années, le dosage de I'hémoglobine glycosylée a été introduit dans le domaine du diabéte et
il constitue actuellement un paramétre d'une grande importance au niveau des soins médicaux et de la
recherche dans ce domaine. Dans ce travail l'auteur présente les résultats d'une revue bibliographique
réalisée sur ce sujet (62 références) et il commente les aspects les plus remarquables des caractéristiques
structurales et de composition, la biosynthése et les méthodes de dosage de | hémoglobine glycosylée, ainsi
gue les résultats d'études cliniques qui mettent eu évidence son importante association avec le diabete sucré
et ses complications..
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