METODOS UTILIZADOS NA DOSAGEM DE HEMOGLOBINA GLICADA E A SUA
IMPORTANCIA NA PREVENCAO DE COMPLICACOES CRONICAS DO
DIABETES MELLITUS

Juliana Kunde® & Andreza Fabro de Bem?

RESUMO - A publicacdo de grandes estudos prospectivos sobre a evolucdo de complicacfes
cronicas em pacientes com Diabetes mellitus, comprovaram a relacdo entre o risco de complicaces
macro e microvasculares e o controle glicémico. A quantificacdo de hemoglobina glicada fornece
subsidios para a avaliacao clinica do controle glicémico em longo prazo. Muitos métodos estdo sendo
usados nos laboratérios clinicos para a determinac@o dos niveis de hemoglobina glicada, porém a
caréncia de padronizacao limita o uso destes métodos e dificulta a comparacéao inter-laboratorial de
resultados. O objetivo deste artigo é discutir conceitos sobre a hemoglobina glicada como um
importante marcador para o controle do paciente diabético, beneficiando uma comunidade grande de
diabéticos e por extensao toda a sociedade.
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ABSTRACT - The publication of the prospective studies about the evolution of the chronic diseases
with Diabetes mellitus patients show the relationship between the risk of complications on a micro and
macro vascular and the glucose levels control. The quantification of glycated hemoglobin levels give
evidence of clinical evaluation at long term control of glucose levels. Several methods have been used
in clinical laboratories for the quantification of glycated hemoglobin but the lack of the standardization
methods reduce the use of these and makes it difficult to compare inter-laboratorial results. The
purpose of this article is to discuss the importance of using glycated hemoglobin concepts, as a
marker for the diabetes patients control. The use of this test is going to benefit the diabetes community
and the whole society.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus € uma sindrome de etiologia mdltipla, decorrente da falta de insulina e/ou
da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus efeitos' . E uma situacdo clinica
frequente, acometendo cerca de 7,6% da populacdo adulta entre 30 e 69 anos'® e 0,3% das
gestantes’ .

Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) apresentou novas recomendacfes
sobre o diagnéstico e classificagdo do Diabetes mellitus® , gue sdo revisadas anualmente® . O
método diagndstico recomendado é a dosagem de glicemia em jejum, e o teste de tolerancia a
glicose em algumas circunstancias. Em consenso recente da ADA, o limite méximo da normalidade
da glicemia de jejum passa a ser de 99 mg/dL, sendo que a glicemia de jejum inapropriada (pré-
diabetes), esta definida entre 100 e 125 mg/dL™ .

As consequéncias do Diabetes mellitus a longo prazo, acontecem devido alteracdes micro e
macrovasculares que levam a disfuncdo, dano ou faléncia de varios 6rgdos. As complicacdes
cronicas compreendem a nefropatia, com possivel evolucdo para insuficiéncia renal, a retinopatia,
com possibilidade de cegueira, a neuropatia, com risco de Ulceras nos pés, amputacdes, artropatia de
Charcot e manifestacdes de disfungdo autondmica, incluindo disfuncdo sexual. Pessoas com diabetes
apresentam elevado risco de doenga vascular aterosclerotica, como doencga coronariana, doenca
arterial periférica e doenca vascular cerebral™ .

A dosagem da glicose no sangue ndo constitui parametro eficiente para avaliacdo do controle
da glicemia durante um intervalo de tempo prolongado. Neste sentido, a dosagem da hemoglobina
glicada tem papel fundamental na monitorizacao do controle glicémico em pacientes diabéticos, pois

fornece informacdes acerca do indice retrospectivo da glicose plasmatica’®#" 24

. A grande
vantagem da hemoglobina glicada esta no fato de ndo sofrer grandes flutuagées como na dosagem
da glicose plasmética, bem como estar diretamente relacionada ao risco de complicagbes em
pacientes com Diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2° .

Do ponto de vista metodoldgico, a dosagem de hemoglobina glicada evoluiu
consideravelmente, desde o inicio de seu uso em rotina diagnoéstica. No principio, os métodos
disponiveis baseavam-se em cromatografia de troca ibnica, que apresentavam como incovenientes
uma grande dependéncia da temperatura ambiente e da qualidade dos tampdes e a interferéncia de
hemoglobinas anormais (S,C, etc.). A seguir, desenvolveram-se métodos mais estaveis, baseados na
cromatografia de afinidade, que apresentavam, entretanto, dificuldades de automac&o e uso intensivo
de méo de obra, o que ocasiona, em consequéncia, uma reprodutibilidade longe da ideal®* . Uma
dosagem precisa e reprodutivel da hemoglobina glicada é de fundamental importancia,
principalmente quando se pretende usa-la como base para variagdes em regimes de terapia intensiva
e tem sido uma preocupacéo constante descrita na literatura recente®?*%.

Os métodos baseados em cromatografia liquida de alta performance (HPLC) apresentam o
potencial de automacgdo e a reprodutibilidade desejaveis. Em funcao disto, o estudo do Diabetes

Control and Complications Trial - DCCT® adotou 0 HPLC como a metodologia de referéncia.
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2. COMPLICAGOES DO DIABETES MELLITUS

As complicacdes crénicas do Diabetes mellitus sdo as principais responsaveis pela morbidade
e mortalidade dos pacientes diabéticos. As doencas cardiovasculares representam a principal causa
de morte (52%) em pacientes diabéticos do tipo 218,

A estratégia de prevencdo das complicacdes crénicas do diabetes baseia-se no controle da
hiperglicemia para tratamento precoce de suas complicagdes. E consenso a necessidade da
manutencado de um controle glicEémico satisfatorio em todos os pacientes, isto €, um grau de controle
que previna a sintomatologia aguda e cronica atribuida & hiperglicemia e & hipoglicemia® .

No diabetes tipo 1, este controle glicémico satisfatorio € capaz de prevenir/retardar
complicacdes microvasculares e neuropéticas, como demonstrado pelos dados do DCCT® . Este
estudo acompanhou 1441 individuos com diabetes tipo 1, randomizados em dois grupos — um grupo
com tratamento insulinico intensivo (3 ou mais injecdes diarias de insulina) e outro grupo em
tratamento convencional (1 a 2 inje¢8es de insulina por dia). Apos 6,5 anos, o estudo demonstrou que
o tratamento intensivo viabiliza um controle satisfatério com niveis médios de hemoglobina glicada de
7%, prevenindo o aparecimento e reduzindo a progressdo da nefropatia, retinopatia e neuropatia
diabéticas, quando comparado com o controle obtido pelo tratamento convencional no qual os niveis
de hemoglobina glicada sdo em média 9% .

A nefropatia esta presente em 15 a 20% dos pacientes com diabetes tipo 2 e em 30 a 40% dos
diabéticos tipo 1 com longa evolugdo. Trata-se da principal causa de insuficiéncia renal em pacientes
que fazem didlise®®. Os dados combinados do DCCT demonstram gque o controle glicémico
satisfatério do diabetes tipo 1 pode reduzir a incidéncia de microalbuminudria em 39% e de albumindria
em 54%° . A retinopatia diabética acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos e é a principal
causa de cegueira em pacientes entre 25 e 74 anos' . O DCCT mostrou que o controle satisfatério da
glicemia pode reduzir a incidéncia de retinopatia em 76% e sua taxa de progressdo em 54%°. A
neuropatia diabética é a complicagdo mais frequente e precoce do Diabetes mellitus, podendo atingir
80 a 100% dos pacientes a longo prazo, sendo retardada pelo controle glicémico rigoroso. O “pé
diabético” é a principal lesdo de extremidade, é assim denominado devido as lesbes dos pés
decorrentes da neuropatia, e principalmente da doenca vascular periférica. Pacientes diabéticos tém
em torno de 15 vezes maior risco de sofrer amputagfes que os nao diabéticos e 20% dos amputados
morrem em 2 anos®.

A glicacdo ndo enzimatica de proteinas ou reacdo de Maillard, € um processo ligado a
hiperglicemia crbnica a qual por sua vez, ocasiona uma série de alteragfes fisioldgicas importantes
no desenvolvimento das complicacdes cronicas do Diabetes® . A reacéo de Maillard é subdivido em
trés estagios: inicial, intermediario e tardio. No estagio inicial, a glicose (ou outros aclcares redutores
como frutose, galactose, manose, xilose) reagem com grupamentos amino livres de varias moléculas,
incluindo proteinas, acidos nucléicos e lipideos formando um composto instavel chamado base de
Schiff. Esta molécula sofre um rearranjo produzindo uma cetoamina estavel, o produto de Amadori.
Como esta reacdo ndo requer a participacdo de enzimas, as variaveis que regulam os niveis dos

produtos glicosilados in vivo sdo a concentragdo de glicose e proteina, meia vida da proteina e sua

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

reatividade com os grupamentos amino. No estado intermediario, através de reacgdes de oxidagéo e
dehidracdo, os produtos de Amadori sdo degradados em compostos carbonil (glioxal, metilglioxal,
deoxiglicosona ), 0s quais sdo muito mais reativos que os acucares dos quais foram originados,
agindo como propagadores de reacdes com grupamentos amino de varias proteinas, originando de
forma irreversivel compostos insoliveis, frequentemente fluorescentes, usualmente chamados
Produtos Finais de Glicacdo Avancada ( Advanced Glycation End-Products — AGEs ),0s quais se
acumulam no organismo sendo responsaveis pelas complicacdes cronicas do diabetes'.Os trés
mecanismos pelos quais os AGEs causam dano tecidual sdo : ligacdo a macromoléculas, interagao

com receptores especificos, acumulacéo intracelular®’.
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Figura 1 - Estagios da glicacdo ndo enzimatica das proteinas. (Adaptado de Lapolla et al., 2004)
3. HEMOGLOBINA GLICADA

A determinacédo dos produtos de glicacdo (produtos de Amadori) € rotineiramente analisada
através da dosagem da hemoglobina glicada a qual é utilizada para avaliagao do controle metabolico
nos pacientes diabéticos.

A hemoglobina glicada ou HbA;. origina-se por meio de uma reagéo irreversivel entre a glicose
sanguinea e o aminoacido valina N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A. A HbA,. representa
aproximadamente 80% da fracdo das hemoglobinas A;, também chamadas de rapidas, sendo esta
denominagéo resultado do processo de separacdo eletroforética®.

Em um individuo nao-diabético, cerca de 4 a 6% do total de HbA apresenta-se glicada,

enquanto que no diabético com descontrole acentuado, esta percentagem pode atingir niveis duas a
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trés vezes acima do normal®. O objetivo do tratamento de um paciente diabético € manter os niveis
de hemoglobina glicada abaixo de 7%,

As outras fracbes da hemoglobina A; originam-se da ligacdo de outros elementos a porgéo
valina N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A : Aj;a; (frutose 1,6-bifosfato), A, (frutose 6-
fosfato) e Ay, (acido piravico).Quando o processo de glicagcao ocorre em outros pontos da cadeia beta
e na cadeia alfa origina-se a molécula de hemoglobina glicada Aq. A somatéria de todas as fracfes da
hemoglobina A; e Ao resulta na chamada hemoglobina glicada total®®.

No processo de génese da HbA,., observa-se a formagdo de uma base de Schiff denominada
também de aldimina ou pré-A;.. O ritmo de formacéo deste composto é diretamente proporcional a
concentracdo de glicose plasmatica, sendo que esta molécula pode dissociar-se ou formar uma
cetoamina estavel, ndo mais dissociavel, agora denominada de HbA.>.

Alguns métodos disponiveis no mercado para dosagem da hemoglobina glicada, conseguem
separar a fragcdo HbA;. das outras moléculas analogas, ou seja a base de Schiff, a hemoglobina Aq e
as outras fragfes da hemoglobina A;. Os métodos que nao conseguem caracterizar estes elementos
podem, potencialmente, gerar valores ndo compativeis com o real estado de controle dos niveis
glicémicos™.

O nivel de hemoglobina glicada ¢é resultado de todas as hemacias circulantes no organismo,
desde a mais velha (120 dias) a mais jovem. Porém, a glicose dos ultimos 30 dias antes da dosagem
da hemoglobina glicada, contribui com praticamente 50% da HbA;., enquanto os niveis glicémicos
dos dltimos 2 a 4 meses contribuem com aproximadamente 25%. Conclui-se desta forma que a
hemoglobina glicada reflete, na realidade a média ponderada do niveis glicémicos de 60 a 90 dias

antes do exame’?*%*,

3.1 METODOLOGIAS PARA QUANTIFICACAO DA HEMOGLOBINA GLICADA
Embora mais de 20 procedimentos diferentes estejam disponiveis para a quantificacdo da
hemoglobina glicada™® em termos de rotina laboratorial podemos dividir estas metodologias em dois

grandes blocos, segundo o principio utilizado na separacao da fragcéo glicada da ndo-glicada.

Quadro 1. Principais métodos para quantificar a hemoglobina glicada

Principio Métodos Componente medido

HPLC (troca idnica) Hb Asc
SEPARACAO PELA TROCA IONICA (coluna) Hb Asc
DIFERENCA Hb A;
NA CARGA ELETROFORESE Hb A
Hb A;

SEPARACAO PELA HPLC (afinidade) Hb glicada total

DIFERENCA AFINIDADE (coluna) Hb glicada total
ESTRUTURAL IMUNOENSAIO Hb Ajc

* Fonte : Adaptado de Sacks, 1999.
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Como pode ser observado no quadro 1, dependendo da metodologia empregada o resultado
podera refletir por exemplo o total de hemoglobina glicada ou apenas uma das fragdes glicadas como
a HbA,.. Estas diferengcas sdo muito importantes no momento da interpretacdo dos resultados, bem
como na identificacdo de possiveis interferentes metodolégicos.

Na cromatografia por troca ibnica, a hemoglobina ndo glicada apresenta uma carga positiva,
ajustando-se o pH do meio reacional, quando comparada a hemoglobina glicada, o que a faz interagir
mais com uma coluna catiénica (carga negativa). O fluxo de um tampéo adequado na resina permite
eluir a fracdo glicada, portanto separando-a da n&o glicada pela carga da molécula de hemoglobina™".
Esta metodologia estd disponivel em minicolunas cromatogréficas ou em sofisticados sistemas de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance) podendo apresentar-se completamente
automatizados.

A cromatografia de afinidade utiliza derivados do &cido bordnico, como o &cido m-
aminofenilbordnico, imobilizados em uma resina. O acido bordnico reage com cis didis (compostos
que apresentam duas hidroxilases no mesmo lado, como a molécula de glicose), portanto a
separacao das fragBes glicada e nado glicada se da pela porgdo agucar, ficando a hemoglobina
glicada retida na coluna enquanto a hemoglobina nao glicada (ou HbA,) é eluida da mesma pelo fluxo

de um tampéo. Este principio metodolégico quantifica primariamente a hemoglobina glicada total®”.

Quadro 2. Comparacdo entre as principais caracteristicas dos sistemas cromatograficos

de trocaidnica e afinidade

Caracteristicas Cromatografia por troca ibnica Cromatografia por afinidade
Utilidade clinica Boa Boa
Fracdo quantificada HbA; ou HbA;, Hb glicada total (Hb A;. calculada)
Interferéncia da fracdo labil (pré-|Pode ocorrer (passivel de|Minima
Asc) eliminagéo)
Susceptiidade do ensaio a|Sim Pouca influéncia
variagdo de temperatura
Interferéncia por hemoglobinas
variantes (com alteracdo na carga, | Sim N&o
comoHb S eC)
Interferéncia  por  hemoglobina
carbamilada, outras drogas que | Sim N&o
alterem a carga da hemoglobina
Possibilidade de automacé&o Sim Sim

* Fonte : Adaptado de Turpenein, 1995.

As referidas caracteristicas entre os principios devem ser analisadas com cautela quando se

pretende caracterizar vantagens e desvantagens dos referidos procedimentos. Os sistemas
automatizados e semi-automatizados disponiveis possibilitam aos dois processos performances

semelhantes em termos de imprecisdo (reprodutibilidade, medido pelo Coeficiente de Variagdo) e
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sensibilidade, eliminando também os principais problemas do sistema de troca i6nica como a
influéncia da temperatura ambiente sobre a capacidade de ligacdo da resina e a interferéncia da
fracao labil*®.

Os dois principios metodoldgicos sao diferentes e portanto separam populagdes de
hemoglobinas glicadas diferentes. Na troca ibnica a separagdo ocorre pela carga da molécula de
hemoglobina, portanto patologias que alteram a carga da hemoglobina, poderdo afetar sua interacéo
com a resina e produzir resultados falsos. Por exemplo hemoglobinopatias , carbamilagdo da
hemoglobina , ou ainda a possibilidade de drogas (como o acido acetilsalicilico em altas doses ) que
podem ligar-se a hemoglobina, alterando-lhe a carga. Na cromatografia de afinidade, a separacéo
ocorrendo pela fracdo acgucar, ndo sofre influéncia das hemoglobinas variantes ou de outras
alteracBes na estrutura protéica. No entanto este processo nao quantifica uma fracdo, mas sim o
conjunto total das hemoglobinas glicadas.

Os resultados para hemoglobina glicada obtidos pelos métodos de cromatografia de troca
ibnica e afinidade, embora altamente correlacionados, ndo séo iguais, sendo esta desigualdade muito
mais evidente nos pacientes com diabetes mal controladas, quando a glicemia média sanguinea é

maior.
PRINCIPAIS INTERFERENCIAS NA DETERMINAQAO DA HEMOGLOBINA GLICADA

Patologias que alterem a vida média da hemécia (e consequentemente da hemoglobina),
alteram os resultados de hemoglobina glicada realizado por qualquer metodologia. Portanto este
ensaio requer para sua plena interpretacdo que as hemacias apresentem uma vida média normal.
Patologias que reduzam a vida média da hemacia, como as anemias hemoliticas ou estados
hemorragicos, produzem resultados de hemoglobina glicada reduzidos pela presenca de ndmero
elevado de “hemacias jovens” na circulacdo; patologias que aumentam a vida média da hemécia,
como as anemias por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folatos, produzem resultados de
hemoglobina glicada aumentados pela presenca de elevado nimero de “hemacias velhas” na
circulagéo®?°.

A dosagem de hemoglobina glicada em pacientes portadores de hemoglobina variante
heterozigotica (exemplos: hemoglobina S, C, Graz, Sherwood, Forest, D, Padoya) resulta valores
falsamente elevados ou rebaixados, conforme a metodologia aplicada . O método HPLC pode
identificar a presenca de hemoglobina anémala, permitindo uma andlise mais critica do resultado
obtido, j4 os métodos de imunoensaio ndo sdo capazes de detectar a presenca de hemoglobinas
variantes”*%?*,

A quantificacdo da hemoglobina glicada ndo é aplicavel nas hemoglobinopatias homozigéticas,
independente da metodologia utilizada, em fun¢do da auséncia de hemoglobina A. Esta condicdo
necessita ser rastreada e confirmada pelos métodos usuais para o estudo das hemoglobinopatias.
Nestas situacdes, exames alternativos tais como frutosamina e albumina glicada, podem ser tteis"*.

Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alcoolismo cronico, ingestdo cronica de

salicilatos e opiaceos podem interferir em algumas metodologias, produzindo resultados falsamente
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elevados”?*?*

. Em pacientes com nefropatias crénicas os resultados da hemoglobina glicada devem
ser avaliados com cautela. Se medida como HbAlc por troca ibnica, pode sofrer interferéncia da
carbamilacdo da hemoglobina devido a uremia intensa, e independente do principio metodolégico
pela anemia quase sempre presente nestas patologias3l.

A presenca de grandes quantidades de vitamina C e E é descrita como fator que pode induzir

resultados falsamente diminuidos por inibirem a glicacéo da hemoglobina®*.
3.2 PONTOS IMPORTANTES A RESSALTAR NO USO CLINICO DA HEMOGLOBINA GLICADA

A determinacéo dos niveis da HbA;. € a melhor opcdo para a avaliagao do controle glicémico
em médio e longo prazo. Entretanto, este processo nao € indicado para o diagnéstico do Diabetes
mellitus **.

A hemoglobina glicada deve ser medida rotineiramente em todos os pacientes com Diabetes
mellitus para documentar o grau de controle glicémico. As metas de tratamento devem ser baseadas
em resultados de estudos clinicos prospectivos e randomizados, tais como DCCT e o UKPDS. Esses
estudos mostraram uma correlacdo entre o controle glicémico, quantificado por determinagdes
seriadas de HbA;;, e os riscos de desenvolvimento e progressdo das complicacfes crbénicas do
diabetes®***°,

Os testes de HbA;. devem ser realizados pelo menos duas vezes ao ano para todos 0s
pacientes diabéticos e quatro vezes por ano (a cada 3 meses) para pacientes que se submeterem a
alteracfes do esquema terapéutico ou que ndo estejam atingindo os objetivos recomendados com o
tratamento vigente®,

Niveis de HbA;. acima de 7% estdo associados a um risco progressivamente maior de
complicagBes cronicas. Por isso, 0 conceito atual de tratamento do diabetes por objetivos define 7%
como o limite superior acima do qual esté indicada a revisdo do esquema terapéutico em vigors'zg.

Com o intuito de evitar problemas na interpretacdo dos niveis de HbA., os laboratérios
médicos devem utilizar os métodos de ensaio certificados pelo National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) com rastreabilidade de desempenho analitico ao método de
referéncia DCCT. Além disso, os laboratorios que dosam a HbA;. devem participar de programas de
ensaio de proficiéncia implementados por entidades oficiais®*>**.

A metodologia de referéncia é a cromatografia liquida de alta performance conhecida pela
sigla HPLC (high-performance liquid chromatography) ou, em portugués, cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE). Esta definicdo apoia-se nos estudos do DCCT e UKPDS®*%%4%

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos prospectivos de intervencao, DCCT e UKPDS, demonstraram de forma inequivoca
gue a manutencédo de taxas glicémicas em valores o mais proximo do normal, avaliadas pelo teste de
hemoglobina glicada, é acompanhada de reducéo significativa do surgimento e da progresséo das
complicacBes microvasculares, tanto em diabéticos tipo 1 (DCCT)lQ, guanto tipo 2 (UKPDS)lG. Neste
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sentido, o teste de HbA,; é fundamental no acompanhamento dos diabéticos, sendo que o resultado
encontrado é determinante na conduta médica adotada para estes individuos. E o exame mais
informativo disponivel no momento em relacédo a prevencdo de complicagdes crénicas e no controle
do Diabetes mellitus.

Dentre os métodos utilizados para a dosagem de hemoglobina glicada, o método de referéncia
€ o HPLC, por causa da sua excelente precisdo, da boa reprodutibilidade, da baixa influéncia nos
resultados da presenca de hemoglobinas anormais, bem como da possibilidade de total
automatizagéo.

Como esta evidente que a quantificacdo da hemoglobina glicada é dependente da metodologia
empregada em termos da populacao glicada medida (HbA;, HbA;., Hb glicada total), € recomendavel
gue os controles do mesmo paciente diabético sejam realizados sempre no mesmo laboratério ou
pelo menos em laboratérios que apresentem metodologias semelhantes. Este procedimento
certamente minimizar4 muitos dos problemas que ocorrem entre laborat6rio e clinica, os quais podem

justificar até uma atual subutilizacéo deste importante marcador em varios centros.
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