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A IMPORTANCIA DA HEMOGLOBINA GLICADA (A1c) PARA A AVALIACAO

DO CONTROLE GLICEMICO EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS:
ASPECTOS CLIiNICOS E LABORATORIAIS

PREFACIO

A hemoglobina glicada, também denominada hemoglobina glicosilada ou glico-
hemoglobina, é conhecida ainda como HbA1c e, mais recentemente, apenas como Aic.
Embora seja utilizada desde 1958 como uma ferramenta de diagndstico na avaliagao do
controle glicémico em pacientes diabéticos, a dosagem da Alc passou a ser cada vez
mais empregada e aceita pela comunidade cientifica apdés 1993, depois de ter sido
validada pelos dois estudos clinicos mais importantes sobre a avaliagdo do impacto
do controle glicémico sobre as complicagdes cronicas do diabetes: os estudos
DCCT - Diabetes Control and Complications Trial (1993) e o UKPDS - United Kingdom
Prospective Diabetes Study (1998).

Atualmente, a manutencao do nivel de A1c abaixo de 7% € considerada como uma das
principais metas no controle do diabetes. Os dois estudos supramencionados indicaram
que as complicacdes crbnicas comecam a se desenvolver quando os niveis de Alc

estao situados permanentemente acima de 7%.

O objetivo deste Posicionamento Oficial sobre a importancia da Alc no controle do
diabetes é fornecer um conhecimento basico abrangente, de maneira simplificada,
sobre esse importante exame laboratorial. Visa também definir recomendacdes de
padronizacdo de métodos laboratoriais devidamente validados, bem como discutir os
meétodos alternativos que possam ser utilizados na pratica diaria para a avaliacdo desse

parametro do controle glicémico.

Sao Paulo, abril de 2004

Grupo Interdisciplinar de Padronizacao da Hemoglobina Glicada - Aic
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PARTE 1: ASPECTOS CLINICOS

1. COMO A HIPERGLICEMIA PROLONGADA PODE LEVAR AS
COMPLICACOES CRONICAS EM PACIENTES DIABETICOS

No decorrer dos anos ou das décadas, a hiperglicemia prolongada promove o
desenvolvimento de lesbes organicas extensas e irreversiveis, afetando os olhos, os rins,
0S nervos, 0s vasos grandes e pequenos, assim como a coagulagdo sangliinea.
Os niveis de glicose sanglinea persistentemente elevados sdo tdéxicos ao organismo,
através de trés mecanismos diferentes: a promocao da glicacdo de proteinas, a
hiperosmolaridade e o aumento dos niveis de sorbitol dentro da célula, conforme

apresentado na ilustracédo abaixo .

HIPERGLICEMIA PERSISTENTE

(c]M[e7.Yo7Yo)
SORBITOL ’ e N ‘ HIPEROSMOLARIDADE ’

COMPLICACOES DIABETICAS

¢ Polineuropatia ¢ Infarto do miocardio

® Perda de visdo ¢ Acidente vascular cerebral

¢ |nsuficiéncia renal ¢ Doenca vascular periférica

e Coagulacao sangiiinea aumentada e Amputacdes

e Catarata ¢ Perfusio placentaria diminuida

¢ Hipertensao na gravidez

Adaptado de referéncia 1.

Figura 1: mecanismos de desenvolvimento das complicacdes crénicas do diabetes.



2. CONCEITO DE HEMOGLOBINA GLICADA

A automonitoracéo da glicose sanguinea (AMGS) fornece informagdo util para o controle
diario do diabetes. Entretanto, estes testes ndo sdo capazes de fornecer ao paciente € a
equipe de atendimento de saude uma avaliagdo quantitativa e confiavel da glicemia
durante um periodo prolongado. A hemoglobina glicada (A1c) é formada através de uma
reacao irreversivel entre a glicose sangtiinea e a hemoglobina, como resultado do
processo de glicacdo, que liga a glicose sangliinea a muitas proteinas do corpo.
Esse é o mesmo processo de glicacdo relacionado com o desenvolvimento das

complicagdes crbnicas, explicado anteriormente.

A dosagem de Alc mostrou-se capaz de prognosticar o risco de desenvolvimento de
muitas das complicagdes cronicas do diabetes, do mesmo modo que as determinacdes

de colesterol podem predizer o risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular®®.

UTILIDADE CLINICA DOS TESTES DE Aic

A hemoglobina glicada (A1c) 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 o DCCT e o UKPDS. Esses estudos
mostraram uma correlacdo entre o controle glicémico, quantificado por
determinacgdes seriadas de Alc, e os riscos de desenvolvimento e progressao

das complicagdes cronicas do diabetes®*?.




3. FREQUENCIA RECOMENDADA PARA
A REALIZACAO DOS TESTES DE Alc

A quantidade de glicose ligada a hemoglobina é diretamente proporcional a concentracédo
média de glicose no sangue. Uma vez que os eritrocitos tém um tempo de vida de
aproximadamente 120 dias, a medida da quantidade de glicose ligada a hemoglobina
pode fornecer uma avaliagcao do controle glicémico médio no periodo de 60 a 90 dias
antes do exame (ver tabela 2). Este € o propdsito dos exames de hemoglobina glicada,

sendo mais freqliente a avaliacao da hemoglobina A1c (HbA1c).

Em virtude de os resultados do exame fornecerem informacao retrospectiva sobre dois ou
trés meses precedentes, a realizacao de um teste de HbA1c a cada trés meses fornecera
dados que expressam a glicose sangliinea média no passado recente (de dois a trés

meses antes do exame).

Os exames de Alc devem ser realizados regularmente em todos os pacientes com
diabetes. Primeiramente, para documentar o grau de controle glicémico em sua avaliagcao

inicial e, subseqiientemente, como parte do atendimento continuo do paciente.

FREQUENCIA RECOMENDADA DOS TESTES DE Aic

Os testes de Al1c devem ser realizados pelo menos duas vezes ao ano para todos
0s pacientes diabéticos e quatro vezes por ano (a cada trés meses) para pacientes
que se submeterem a alteracbes do esquema terapéutico ou que nao estejam

atingindo os objetivos recomendados com o tratamento vigente®2°2",




Para se entender melhor o tipo de informacao proporcionado pelos testes de glicemia e
pelos testes de Al1c, podemos dizer que a glicemia fornece informacdes correspondentes
ao nosso "saldo bancario atual", no momento do teste, enquanto que a Al1c corresponde

ao nosso "saldo bancéario médio" nos ultimos dois a trés meses antes do teste.

Figura 2: A1c — moléculas de glicose ligadas a molécula de hemoglobina.

4. CORRELACAO ENTRE O NIiVEL DE Aic E OS
NIVEIS MEDIOS DE GLICOSE SANGUINEA

O estudo DCCT - Diabetes Control and Complications Trial® forneceu a validacédo da Alc
como uma ferramenta de prognéstico para as complicacbes crénicas e também uma

padronizacdo do método laboratorial.

Com base nos estudos DCCT e UKPDS - United Kingdom Prospective Diabetes Study®),
estabeleceu-se que os niveis de Alc acima de 7% estdo associados a um risco maior
de complica¢des cronicas. Por essa razdo, o conceito de tratamento por objetivos define
7% como o limite superior do valor aceitavel para um paciente com diabetes bem
controlado. A tabela 1, a seguir, fornece uma correlagdo entre os niveis de A1c e os niveis

meédios de glicose sangliinea correspondentes®.



TABELA 1: CORRELACAO ENTRE OS NIVEIS DE Aic E OS NIVEIS
MEDIOS DE GLICOSE PLASMATICA DE JEJUM - POS-PRANDIAL "
GLICEMIA
A. NiVEL DE A1c INTERPRETACAO CORRESPONDENTE
0 (%) AO NIVEL DA MEDIA
DE 24 HORAS (mg/dL)
4 65
5 Faixa de resultados normais 100
6 135
Meta para o tratamento de acordo com
a American Diabetes Association 170
8 205
9 240
10 Acao sugerida® 275
11 310
12 345
(*) = Os resultados de glicose sangiiinea média tém valores 10-15% menores do que os

resultados de glicose plasmatica. A maioria dos medidores de glicose sangiiinea

é calibrada para leitura de resultados como glicose plasmatica.

(#) = De acordo com a referéncia 6.

NiVEIS RECOMENDADOS DE Aic

Niveis de A1c acima de 7% estdo associados a um risco progressivamente
maior de complicacdes crbnicas. Por isso, o conceito atual de tratamento
do diabetes por objetivos define 7% como o limite superior acima do qual

esta indicada a revisédo do esquema terapéutico em vigor “°.




As figuras 3 e 4 mostram o impacto do mau controle glicémico sobre o risco relativo de
complicagcdes microvasculares no estudo DCCT e do risco de complicagdes micro e
macrovasculares no estudo UKPDS “?,

A1c e risco relativo de complicacoes
microvasculares: DCCT

-~ Retinopatia

20 17

15 4 -+ Nefropatia
) 13 A - Neuropatia
'ﬁ 11 < a Az
< === Microalbuminduria
e 94
3
2 77
[

5 -

3 -

1 4

6 7 8 9 10 11 12
A1lc (%)

DCCT, Diabetes Control and Complications Trial.

1. Adaptado de Skyler JS. Endocrinol Metad Clin North Am. 1996;25:243 -254.
2. DCCT. N Engl J Med. 1993;329:977 - 986.

3. DCCT. Diabetes. 1995;44:968 — 983.

Figura 3: A1c e risco relativo de complicacées microvasculares: DCCT®.

Correlacao entre Alc e o risco de complicacoes: UKPDS

DM Tipo 2
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UKPDS, United Kingdom Prospective Diabetes Study; IM, infarto do miocardio;
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Stratton IM et al. Br Med J. 2000;321:405 -412.

Figura 4: Aic e risco relativo de complicagoes micro e macrovasculares: UKPDS®.,
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5. NiVEIS RECOMENDADOS DE Aic
EM POPULACOES ESPECIAIS

5.1 EM CRIANCAS E ADOLESCENTES #?23%2429

Os alvos para a Alc em criancas e adolescentes ainda nao estdao bem determinados,
diferentemente do que ocorre com os individuos adultos. Com o aumento da prevaléncia
do diabetes nos jovens e 0 uso crescente da concentracdo de A1c como um indicador
do controle da glicemia, € importante o desenvolvimento de niveis de referéncia e
padrbes de bom controle para essa faixa etaria. No estabelecimento dos objetivos para
um bom controle nas criancas e adolescentes, os principais aspectos que devem ser
considerados s3o:

1. Crescimento e desenvolvimento adequados;

2. Baixo risco de hipoglicemia (principalmente em criangcas com menos de 8 anos de
idade, quando o desenvolvimento neuroldégico ainda nao esta completo);

3. O nivel de controle glicémico na faixa pré-puberal também ¢é importante para o
desenvolvimento futuro de complicacdes crénicas do diabetes;

4. Durante a puberdade ha um aumento dos niveis de A1c.

A freqliéncia de testes de Alc na infancia e na adolescéncia vai depender das
disponibilidades locais e do nivel de controle alcancado, podendo variar de dois a quatro
por ano. E aconselhavel que se tenha pelo menos uma avaliagdo de A1c por ano.

Com base em varios estudos da literatura, os niveis de A1c que podem ser considerados
como aceitaveis no periodo da infancia e da adolescéncia sao os seguintes:

PERIODO NIVEIS ACEITAVEIS DE Aic

Na faixa pré-puberal Até 8%

Na faixa puberal < 8,5%

Fase final da puberdade e adultos jovens <7%

5.2 EM DIABETICOS IDOSOS %

Nos pacientes idosos, o alvo da Alc deve ser individualizado. Os idosos que estdo em
boas condicbes clinicas e que apresentam complicagdes microvasculares sao os que
provavelmente mais se beneficiariam de um controle glicémico intensivo. No entanto, os
riscos de um controle glicémico intensivo, incluindo hipoglicemia, tratamentos
concomitantes multiplos, interagdes entre as drogas e os seus efeitos colaterais, devem
ser considerados na equacao do risco-beneficio. Nos idosos ja fragilizados, individuos
com esperanca de vida limitada e outros nos quais os riscos do controle glicémico
intensivo sao maiores do que os beneficios potenciais, um nivel de A1c de 8% (superior
aos 7% geralmente preconizados) pode ser mais apropriado.



5.3 EM GESTANTES COM DIABETES#*

Gestantes com diabetes apresentam um risco aumentado de aborto espontaneo e de
ma-formacao congénita fetal quando engravidam. A magnitude destes riscos depende
principalmente do grau de controle metabdlico do diabetes no periodo pré-concepcional
e no 12 trimestre da gestacdo. A mulher diabética que pretende engravidar deve ser
encorajada a atingir o melhor controle metabdlico possivel antes e durante a gestacéo.
Os niveis de A1c recomendados para minimizar tais riscos também sdo os menores
possiveis, ndo devendo ultrapassar o limite de 1% acima do valor normal do método.
Durante a gestacdo, a Alc ndo deve ser usada como parametro de avaliagdo para
eventuais alteracdes da conduta terapéutica devido ao longo periodo necessario para que
0s niveis glicémicos alterados possam se refletir nos niveis de A1c observados. Durante
a gravidez € muito mais importante o controle rigido dos niveis de glicemias de jejum
e pos-prandiais do que o dos niveis de A1c.

6. A META DE < 7% DE A1ic E APLICAVEL A ALGUNS METODOS
LABORATORIAIS, MAS NAO A TODOS DISPONIVEIS

Esta é uma questao muito importante: na realidade, a meta de se atingir um nivel
< 7% foi validada para o método utilizado no DCCT, com base em diferencas na
carga i6nica (HPLC = "High Performance Liquid Chromatography", representada
em portugués pela sigla CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Com intuito de se evitar problemas na interpretacdo dos niveis de Ailc,
obtidos pelos diversos métodos laboratoriais, foi criada uma forca-tarefa
especial: o National Glycohemoglobin Standardization Program - NGSP
(http://web.missouri.edu/~diabetes/ngsp.html), patrocinado em parte pela
American Diabetes Association. Esse programa promove a padronizacao das
determinacdes do teste de A1c, em relagcdo ao método utilizado no DCCT.

METODOS LABORATORIAIS PARA DETERMINAGAO DA Aic

Recomenda-se que os laboratérios médicos utilizem preferencialmente os métodos de
ensaio certificados pelo National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), com

rastreabilidade de desempenho analitico ao método utilizado no DCCT. Além disso, os
laboratorios que dosam a A1c devem participar de programas de ensaios de proficiéncia
implementados por entidades oficiais®*.

IMPORTANTE

Para mais detalhes sobre os métodos laboratoriais disponiveis,
favor consultar a parte 2 deste Posicionamento Oficial 2004, que trata
dos aspectos laboratoriais da Alc.
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7. O IMPACTO DAS GLICEMIAS MAIS RECENTES E MAIOR
DO QUE O DAS "MAIS ANTIGAS" SOBRE OS NIVEIS DE Aic

Tradicionalmente, a A1c tem sido considerada como representativa da média ponderada
global das glicemias médias diarias (incluindo glicemias de jejum e pds-prandial) durante
os ultimos dois a trés meses.

Na verdade, a glicacao da hemoglobina ocorre ao longo de todo o periodo de vida do
glébulo vermelho, que é aproximadamente 120 dias. Porém, dentro desses 120 dias,

a glicemia recente é a que mais influencia o valor da A1c.

De fato, os modelos tedricos e os estudos clinicos sugerem que um paciente em controle
estavel apresentara 50% de sua A1c formada no més precedente ao exame, 25% no més

anterior a esse e 0s 25% remanescentes no terceiro ou quarto més antes do exame®.

TABELA 2: IMPACTO DAS GLICEMIAS MAIS RECENTES
VERSUS AS "MAIS ANTIGAS" SOBRE OS NIVEIS DE Alc

m 2 meses antes | 3 meses antes | 4 meses antes

S0% 25% 25%

f Data da coleta de sangue para o teste de Aic

Adaptada de referéncia 7.

O impacto de qualquer variagao significativa (em sentido ascendente ou descendente) na
glicemia média sera "diluido" dentro de trés ou quatro meses, em termos de niveis de

Aic. A glicemia mais recente causara o maior impacto nos niveis de A1lc.

8. TEMPO PARA O RETORNO AO NORMAL DOS NIVEIS DE
A1c DEPOIS DA NORMALIZACAO DOS NIVEIS DE GLICOSE
SANGUINEA MEDIANTE TRATAMENTO ADEQUADO

Os niveis de A1c nao retornam ao normal imediatamente apds a normalizacédo dos niveis
de glicose sangliinea, demorando de oito a dez semanas, aproximadamente, para serem
totalmente normalizados”, como mostra a figura 5. Isso significa que, para a avaliacdo da
eficacia do tratamento, os niveis de A1c deverao ser avaliados somente apés um a dois
meses depois do inicio ou da modificagdo da terapia. Antes disso, os niveis de A1c nao
refletirdao o verdadeiro efeito da mudanca recente do tratamento, que podera ser
verificado através da avaliacdo dos niveis de glicose sanglinea, que reage mais

rapidamente ao inicio ou a alteracao da terapia para o diabetes.
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Figura 5: taxa de reducao de A1c em pacientes bem controlados com tratamento adequado -
adaptado de referéncia 7.

9. AS AVALIACOES DE A1c NAO SUBSTITUEM OS EXAMES
DE GLICEMIA NA AVALIACAO DO CONTROLE GLICEMICO

A Alc e a glicemia sdao muito importantes para a avaliacdo do controle glicémico e
fornecem informacdes diferentes sobre os niveis de glicose sanglinea. Os resultados de
A1c refletem a glicemia média dentro de dois ou trés meses precedentes. Por outro lado,

os niveis glicémicos revelam o nivel de glicose sangtinea real na data e hora especificas

em que o exame for realizado.

A combinacédo de determinacdes de A1c e testes de glicemia fornecera aos pacientes

e médicos as informagdes que necessitam para avaliar continuamente a eficacia da

terapia para o diabetes.
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10. OS NIVEIS DE Aic, ISOLADAMENTE, NAO DEVEM
SER UTILIZADOS PARA O DIAGNOSTICO DO DIABETES

O diagndstico do diabetes deve obedecer as diretrizes recomendadas, as quais sdo
definidas pelas diversas sociedades de diabetes ao redor do mundo. Existem regras
muito especificas para a interpretacéo dos niveis glicEmicos, para diagnosticar o diabetes

e outras condicdes relacionadas, tais como o pré-diabetes.

Portanto, a avaliacdo dos niveis glicémicos em condicdes especificas € o Unico método
validado para o diagnéstico do diabetes. Os niveis de Alc ndo foram validados para o

proposito de diagndstico dessa condicao.

E claro que um individuo que apresente niveis de A1c de 10% ou 11% possivelmente sera
um diabético. Mas, mesmo nesse caso, para se efetuar um diagnostico definitivo de
diabetes, deverdo ser seguidas as diretrizes recomendadas, com base nos niveis

glicémicos.

Deve-se ter em mente que a determinacao dos niveis de Alc € a melhor opcéo para a
avaliacao do controle glicémico em médio e longo prazos. Entretanto, esse processo néo

€ indicado para o diagnostico do diabetes.

POR QUE O CLINICO DEVE TER
CONHECIMENTOS BASICOS DE ASPECTOS
LABORATORIAIS DO TESTE DE Aic?

Tendo em vista a variabilidade dos métodos laboratoriais disponiveis

e, consequentemente, a ampla faixa de variacdo de "valores normais", é
absolutamente fundamental que o médico clinico tenha uma nocao inteligente
dos aspectos laboratoriais do teste de Al1c. Somente assim, ele podera
esclarecer suas duvidas com o laboratério clinico e, dessa forma, acompanhar
adequadamente e interpretar corretamente os resultados dos testes de Ailc.




PARTE 2: ASPECTOS LABORATORIAIS

RECOMENDAGCOES PARA A DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA GLICADA

1. DEFINICAO

O termo genérico hemoglobina glicada se refere a um conjunto de substancias formadas
com base em reacgdes entre a hemoglobina A (HbA) e alguns agucares.

Os componentes glicados da hemoglobina sdo reconhecidos porque alguns deles
apresentam diferencas de carga elétrica (menos cargas positivas em pH neutro) e migram
mais rapidamente que a HbA nao glicada em um campo elétrico. Foram inicialmente
chamados de hemoglobinas rapidas. A mais importante dessas hemoglobinas rapidas, no
que concerne ao diabetes, é a fracdo A1c (HbA1c), na qual ha um residuo de glicose
ligado ao terminal NH2 (residuo de valina) de uma ou de ambas as cadeias beta da HbA.
Dependendo do método de analise laboratorial, a A1c corresponde a cerca de 3% a 6%
da HbA total em pessoas normais, alcancando até 20% ou mais em diabéticos mal
controlados®'>'9,

2. PROCESSO DE REACAO

A ligagao entre a HbA e a glicose é um tipo de glicagdo ndo-enzimatica, continua, lenta e
irreversivel. Entretanto, a primeira fase da reagdo entre a glicose e a hemoglobina é
reversivel e origina um composto intermediario denominado pré-Aic, HbA1c labil ou
instavel, aldimina ou ainda base de Schiff. A segunda fase resulta num composto estavel
tipo cetoamina, ndo mais dissociavel, agora denominado de HbA1c"™. A hemacia é
livremente permeavel a molécula de glicose, sendo que a hemoglobina fica praticamente
exposta as mesmas concentragcdes da glicose plasmatica. A hemoglobina glicada
acumula-se dentro das hemacias, apresentando, portanto, uma meia-vida
dependente da delas"®.

3. NOMENCLATURA

Os termos hemoglobina glicada ou A1c s&o os recomendados por esse posicionamento,
mas ha uma variedade de termos usados no contexto do estudo da glicacdo da hemoglobina
€ que podem ou nao ter os mesmos significados. Os mais comumente vistos sao:
hemoglobina glicosilada, hemoglobina glucosilada, glico-hemoglobina, fragcao rapida da
hemoglobina, HbA1c, A1c e A1C, entre outros”. Chamamos a atencao de que a
denominacdo mais adequada do teste laboratorial € hemoglobina glicada. Contudo, ha
metodologias para a dosagem especifica de A1c (em geral, rastreaveis ao NGSP) e
metodologias que dosam o conjunto da hemoglobina glicada A1 total (em geral, ndo
rastreaveis ao NGSP). Os laboratérios devem estar atentos a essa distingao.
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Do ponto de vista quimico, o termo glicosilacao nao deve ser utilizado, sendo restrito a
reacdes enzimaticas entre a glicose e a hemoglobina. Ja glicacao refere-se ao processo de
reacao nao-enzimatica entre a glicose e a proteina“®, sendo, por isso, o termo mais correto.

No individuo normal, a fragcdo HbA1c representa aproximadamente 80% da hemoglobina A1
total™. As outras fragdes da hemoglobina A1 originam-se da ligagao de outras moléculas ao
aminoacido valina presente na porcao N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A: Alai
(frutose-1,6-difosfato), A1a2 (glicose-6-fosfato) e A1b (acido piravico).

Quando o processo de glicacdo ocorre em outros pontos da cadeia beta ou da cadeia
alfa, ele pode ndo ser detectado pelos métodos baseados em diferenca de carga elétrica,
resultando na fracdo A0"9. Na tabela 3, estéo listados os principais termos referentes ao
processo de glicacdo da hemoglobina, bem como as respectivas definicdes.

TABELA 3 - NOMENCLATURA DAS HEMOGLOBINAS

HbA Forma principal e nativa da hemoglobina, que € um tetramero
formado por duas cadeias alfa e duas cadeias beta, ndo modificado.

HbAO Principal componente da HbA, identificado por suas propriedades
cromatograficas e elétricas. Pode apresentar algum grau de
glicacao, contudo, insuficiente para afetar as propriedades de carga.
Na pratica, fracdo nao glicada da HbA.

HbA1 Total — formas de HbA carregadas mais negativamente
devido a adicio de glicose e outros carboidratos (modificagdes
pos-translacionais). Detectaveis cromatografica
ou eletroforeticamente.

RISEYMEIYSEPE Componentes cromatograficamente distintos da HbA1, por
HbA1b, HbA1c exemplo, por HPLC.

HbA1c ou Alc Hemoglobina A glicada, cujo terminal valina da cadeia beta esta
ligado a glicose por meio de uma ligacao estavel e irreversivel
tipo cetoamina.

MERSIANIN({Et el Molécula de HbA cujo terminal valina da cadeia beta esta unido

labil ou fracdo a glicose por meio de uma ligacao instavel e reversivel tipo aldimina.

instavel) Hemoglobinas rapidas — conjunto de hemoglobinas carregadas
mais negativamente e que migram mais rapidamente na diregcao
do anodo (na eletroforese) ou que eluem mais rapidamente, na

cromatografia, quando comparadas a HbAO.

Hemoglobina(s) glicada(s) — termo genérico para hemoglobinas
ligadas a glicose e (ou) a outros carboidratos.




4. ANALISE LABORATORIAL
4.1 FASE PRE-ANALITICA
a) Variacao bioldégica

Varios estudos tém sugerido que a variagdo bioldgica intra-individual da hemoglobina
glicada é desprezivel, quando néo relacionada a glicemia. Quanto a variagao bioldgica
interindividual, ndo ocorrem efeitos clinicamente significativos de idade, género, origem

étnica ou estacao do ano nos resultados de A1c"™.

VARIACAO BIOLOGICA DA Alc

Intra-individual 1,9%
Interindividual 4,0%

Fonte: www.westgard.com/biodatabase1.htm (atualizado em abril de 2004).

b) Interferentes analiticos

Algumas hipéteses devem ser consideradas quando o resultado da hemoglobina glicada

nao se correlacionar adequadamente com o estado clinico do paciente.

¢ As doencas que cursam com anemia hemolitica ou estados hemorragicos podem resultar

em valores inapropriadamente diminuidos por encurtarem a sobrevida das hemacias®".

* E importante ressaltar que as situagées que interferem na sobrevida média das hemécias,
na realidade, diminuem sensivelmente o poder diagndstico da hemoglobina glicada em
refletir a média (ponderada) dos niveis pregressos de glicose e ndo devem ser consideradas

como interferentes diretos sobre a metodologia utilizada.

e A anemia por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folato pode resultar num valor

inapropriadamente elevado por aumentar a sobrevida das hemacias®'".

¢ A presenca de grandes quantidades de vitaminas C e E é descrita como fator que pode

induzir a resultados falsamente diminuidos por inibirem a glicacdo da hemoglobina‘™.
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e Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alcoolismo crdénico, ingestao crénica de
salicilatos e opiaceos podem interferir em algumas metodologias, produzindo resultados
falsamente elevados®'"'®. Os pacientes em estado de uremia podem produzir um composto
quimicamente modificado, denominado hemoglobina carbamilada, resultado da ligacdo da

uréia a hemoglobina®''®,

e A dosagem de hemoglobina glicada em pacientes portadores de hemoglobina variante
heterozigética (exemplos: hemoglobina S, C, Graz, Sherwood Forest, D, Padova) resulta em
valores falsamente elevados ou diminuidos, conforme a metodologia aplicada®8®',
O método de HPLC pode identificar a presenca de alguns tipos de hemoglobina anémala,
permitindo uma analise mais critica do resultado obtido®*™®. Os métodos de imunoensaio

nao sdo capazes de detectar a presenca de hemoglobinas variantes®*'3.

e A quantificagdo da hemoglobina glicada ndo é aplicavel nas hemoglobinopatias
homozigdticas, independente da metodologia utilizada, em funcado da auséncia de
hemoglobina A®?. Essa condicdo necessita ser rastreada e confirmada pelos métodos
usuais para o estudo das hemoglobinopatias®. Nessas situacdes, exames alternativos,

como frutosamina e albumina glicada, podem ser Uteis®?.

e A base de Schiff, que é a fracdo labil da hemoglobina glicada, pode ser um importante
interferente na dosagem. O laboratério deve se certificar acerca da interferéncia desse
composto na metodologia adotada. Para as metodologias afetadas pela fracdo labil, deve-se

seguir, rigorosamente, as instrucdes do fabricante para a remocao desse interferente!”.



TABELA 4: INTERFERENTES POTENCIAIS NOS METODOS RASTREAVEIS

AO DCCT, SEGUNDO O NGSP

INTERFERENCIA (SIM/NAO)

TRAGO TRAGO TRAGO HbF Hb
HbC HbS HbF ELEVADA | CARBAMILADA

Abbott IMx Sim Nao - - Nao
Axis-Shield Nao Nao - - -
Bayer DCA N&o N&o N&o - N&o
2000

Beckman Sim Sim - Sim Sim
Diatrac

Beckman Nao Nao - - -
Synchron CX7

Bio-Rad Nao Sim Nao - Sim
Variant Alc

Bio-Rad Nao Nao - - -
Variant GHb

Bio-Rad Nao Sim/Nao - Nao Nao
Variant Il Alc (HbF < 24%)

Helena Sim Nao - - -
Glyco-tek

Menarini Nao Sim Sim Nao Sim/Nao
Primus Nao Nao Nao - Nao
Provalis Sim Nao - - -
Glycosal

Roche Sim Sim - - -
Cobas Integra

Roche Tina- Nao Nao Nao Nao Nao
Quant Il

Roche Sim Sim - - Nao
Unimate

Tosoh Nao Nao Sim - Sim/Nao

(-) Nao ha estudos referenciaveis.

Sim/Nao - dados conflitantes, o negrito representa a opiniao do NGSP.
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ATENCAO: INTERFERENCIAS POTENCIAIS

Os laboratérios devem conhecer os efeitos das interferéncias potenciais
na metodologia utilizada, incluindo as hemoglobinopatias e os derivados
quimicamente modificados, que podem afetar os resultados do teste de
Alc. Ao selecionar o método de ensaio, os laboratérios devem considerar
o risco potencial dessas interferéncias e a prevaléncia dessas moléstias no
grupo populacional do paciente avaliado.

c) Coleta, processamento e conservacao das amostras

* Preparo do paciente
O paciente nao precisa estar em jejum, entretanto resultados mais acurados sao

obtidos em amostras sem quilomicrons.

e Coleta
O sangue pode ser obtido por pung¢do venosa ou por puncao capilar. Os tubos
devem conter o anticoagulante especificado pelo fabricante (o0 EDTA é o mais usado).

Em alguns sistemas, a heparina é aceitavel.

e Estabilidade

A estabilidade da amostra é especifica para o método. Em geral, o sangue total é
estavel por uma semana sob refrigeracdo (de 2 a 8 °C). Para a maior parte dos
meétodos, o sangue total armazenado a -70 °C ou mais frio é estavel por longos
periodos (pelo menos um ano). O armazenamento a -20 °C ocasiona 0 aumento

da HbA1a+b e ndo é recomendavel.

* Processamento das amostras

Instrucdes detalhadas para o processamento da amostra devem ser fornecidas
nas instrugcbes de uso, por cada fabricante. A formacdo da Alc é precedida da
formacdao de uma base de Schiff intermediaria chamada pré-A1c ou Ailc labil.
Essa base é formada rapidamente no evento de uma hiperglicemia aguda e interfere
em alguns ensaios, principalmente aqueles baseados em carga. Para os métodos
afetados pelos intermediarios labeis, as instru¢cdes do fabricante para sua remocao

devem ser cuidadosamente seguidas.



4.2 FASE ANALITICA

a) Hierarquia da rastreabilidade

e Método de referéncia internacional

A International Federation for Clinical Chemistry (IFCC) desenvolveu um método de referéncia
para a dosagem de HbA1c®. Na primeira etapa, a hemoglobina é clivada em seus peptideos
por meio da enzima endoproteinase Glu-C, e em uma segunda etapa os hexapeptideos
N-terminais glicados e ndo glicados obtidos sao separados por HPLC e a seguir quantificados,
ou por espectrometria de massas com ionizacdo por nebulizacdo elétrica (ESI/MS -
Electrospray lonization/Mass Spectrometry) ou por eletroforese capilar com deteccao UV.
Ambos os principios originam resultados idénticos. Os calibradores consistem em misturas de
HbAO e HbA1c altamente purificadas. O desempenho analitico do método de referéncia foi
avaliado por uma rede de laboratérios de referéncia composta de laboratérios na Europa, nos
Estados Unidos e no Japao. Devido a sua alta especificidade, os resultados obtidos por esse
método sdo menores que os obtidos por metodologias comerciais calibradas contra métodos

designados ou comparativos, como o usado no DCCT.

e Método comparativo (ou designado) utilizado no DCCT

Devido ao impacto positivo que a padronizacao interlaboratorial dos resultados de
hemoglobina glicada representa no cuidado aos pacientes diabéticos, o American
Association for Clinical Chemistry Standards Committee estabeleceu o GHB
Standardization Subcommittee, em abril de 1993. O subcomité definiu que o método de
ensaio usado no DCCT (HPLC) fosse adotado como método de referéncia interino até haver
um método de referéncia definitivo. O subcomité também propds a padronizacdo dos
conjuntos comerciais (kits) disponiveis em relagcao ao método de "referéncia" do DCCT com
0 uso de amostras de sangue nativas. Uma rede norte-americana de laboratérios de
referéncia, a qual compde a National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP),
realiza os estudos comparativos entre diferentes metodologias comerciais e 0 método de
"referéncia" do DCCT (HPLC). Os métodos certificados pelo NGSP liberam resultados de

HbA1c equivalentes aos obtidos com o método do DCCT.
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e Métodos de rotina
Existem diversas metodologias disponiveis comercialmente para a realizacdo do teste
hemoglobina glicada na rotina laboratorial. Cabe ao laboratério selecionar uma

metodologia levando em consideracdo, principalmente:

- Registro na ANVISA;
- Rastreabilidade ao NGSP (e/ou a IFCC);
- Interferentes potenciais na populacdo atendida, principalmente hemoglobinopatias

e insuficiéncia renal.

IMPORTANTE

Recomendamos que os laboratérios clinicos prefiram utilizar métodos
rastreaveis ao DCCT, conforme certificado do NGSP, uma vez que nédo
existe ainda programa semelhante no pais. Podem também ser utilizados
métodos padronizados com relagdo ao método de referéncia da IFCC,
realizando-se a devida conversdo dos resultados para equivaléncia aos
resultados do DCCT. Em qualquer caso, o laboratério deve participar ativa
e regularmente de um programa de ensaios de proficiéncia especifico para

o analito hemoglobina glicada.

No website do NGSP (http://www.missouri.edu/~diabetes/ngsp.html), estdo descritas as
informacoes referentes ao processo de certificacdo e uma lista mensalmente atualizada dos
conjuntos diagnosticos comerciais (kits) certificados. Os certificados tém validade de um

ano',

b) Fundamentos metodolégicos

para dosagem de hemoglobina glicada

Os métodos atualmente disponiveis para dosagem da hemoglobina glicada incorporam um dos

seguintes fundamentos®'2'59,

1. Baseados na diferenca na carga idnica
Cromatografia de troca idnica (HPLC); microcromatografia em minicolunas contendo resina de

troca ibnica, eletroforese em gel de agarose.



2. Baseados nas caracteristicas estruturais

Imunoensaio turbidimétrico, cromatografia de afinidade, utilizando derivados do acido borénico.

3. Baseados na reatividade quimica

Meétodo colorimétrico com formacgao do 5-hidroximetilfurfural (5HMF).

c) Conjuntos diagnosticos para a dosagem de hemoglobina glicada

Na tabela 5, atualizada até marco de 2004, estdo listados os conjuntos diagnésticos para a

dosagem de hemoglobina glicada mais usados no Brasil.

TABELA 5: CONJUNTOS DIAGNOSTICOS PARA A DOSAGEM DE HEMOGLOBINA
GLICADA MAIS USADOS NO BRASIL

PRINCIPIO FABRICANTE RESULTADO CERTIFICADO
PELO NGSP

Pointe Scientific Alc Nao

Cromatografia — S’FanB|o Alc N?O
Afinidade ao borato Bio Systems Alc Nao
Axis-Shield Poc AS Alc Sim

Provalis Diagnostics Ltd. Alc Sim

Katal A1 Total Nao

Labtest A1 Total Nao

. Biobras A1 Total Nao
Cromatografia — Doles Al Total Nao
froca ionica Pointe Scientific A1 Total N&o
Stanbio A1 Total Nao

Alamar Tecno-Cientifica A1 Total Nao

Sebia Alc Sim

Fletroforese CELM AT Total Nzo
A. Menarini Diagnostics Alc Sim

Bio-Rad Laboratories Alc Sim

HPLC - Troca idnica Bio-Rad Laboratories GmBH Alc Sim
Drew Scientific Ltd. Alc Sim

Tosoh Corporation Alc Sim

HPLC - Acido bordnico Primus Corporation Alc Sim
ABX Diagnostics Alc Sim

Bayer Corporation Alc Sim

Imunoensaio — Beckman Coulter Alc Sim
Turbidimetria Dade Behring Alc Sim
Métrica, Inc Alc Sim

Roche Diagnostics GmbH Alc Sim
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d) Testes rapidos para automonitoracao da hemoglobina glicada

Os métodos rapidos certificados pelo NGSP podem ser indicados aos diabéticos. No
Brasil, ainda sdo pouco difundidos e apresentam custo elevado.

e) Requisitos de desempenho analitico

Recomenda-se que o laboratério mantenha um programa de controle interno da
qualidade da dosagem de A1c que estabeleca como meta para a imprecisao aceitavel
um coeficiente de variagdo interensaio inferior a 5%, embora o percentual desejavel
seja inferior a 3%. O laboratoério deve utilizar dois niveis de amostras-controle (baixo
e elevado, aplicados no inicio e no final da rotina diaria). Os controles comerciais
liofilizados podem apresentar inconvenientes dependentes do método utilizado em
razao do efeito matriz. Recomenda-se, ainda, que o laboratério participe ativamente de
programas de proficiéncia, como o PELM - Programa de Proficiéncia em Ensaios
Laboratoriais, da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial, com
a finalidade de monitorar o desempenho do método utilizado em termos de erro total.
Informagcdes mais completas sobre o PELM poderdo ser obtidas no site
www.pelm.com.br.

REQUISITOS DA QUALIDADE - COEFICIENTES DE VARIACAO

Os laboratérios devem atingir niveis inferiores a 5% (idealmente inferiores a
3%) para o coeficiente de variagao interensaio nos métodos de ensaio para
Alc. Recomenda-se que pelo menos duas amostras-controle (niveis
elevado e baixo) sejam avaliadas como uma medida do desempenho do
ensaio. Os laboratérios devem confirmar os resultados de amostras abaixo
do limite inferior do intervalo de referéncia ou acima de 15%. Se a base de
Schiff (frac&o labil da hemoglobina glicada) interferir no método de ensaio,

ela deve ser removida antes do ensaio.

f) Critérios para a repeticao do ensaio laboratorial

Os resultados abaixo do limite inferior da referéncia necessitam de repeticdo para
confirmacao. Se o resultado baixo for confirmado, sugere-se que o laboratério faca
contato com o médico solicitante para obtencdo de dados adicionais do paciente
acerca de suspeita de doenca hemolitica, hemorragia ou hemoglobina variante. Os
resultados acima de 15% devem ser repetidos e, se confirmados, a hipodtese da
presenca de hemoglobina variante deve ser considerada®'. Nessas circunstancias, o
laboratério pode analisar essa amostra por uma segunda metodologia, sujeita a menor
grau de interferéncia, ou realizar a pesquisa de hemoglobina variante',



4.3 FASE POS-ANALITICA

a) Intervalo de referéncia

Para as metodologias certificadas pelo NGSP, o intervalo de referéncia deve situar-se entre
4% e 6%, com variacao inferior a 0,5%". A utilizacdo de metodologia certificada pelo
NGSP com rastreabilidade de desempenho analitico em relacdo aos estudos do DCCT
permite adotar o valor inferior a 7% como meta para o efetivo controle do paciente
diabético. Importante ressaltar que esse valor ndo é considerado valor de referéncia, mas
um valor abaixo do qual os riscos de desenvolvimento de complicacdes da doenca ndo séo

significantemente elevados®561214161718,

IMPORTANTE

Este Posicionamento Oficial define que o valor de meta para os resultados

obtidos com conjuntos diagndsticos comerciais ndo certificados pelo

NGSP deve ser o resultado da soma do limite superior do valor de

referéncia, mais uma unidade.

b) Laudo laboratorial

O laudo laboratorial deve informar o tipo de material analisado, a metodologia utilizada e o
intervalo de referéncia. O laboratério deve acrescentar no laudo um dos textos a seguir,

conforme método utilizado.
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TEXTOS PADRONIZADOS SUGERIDOS PARA
EXPRESSAO DE RESULTADOS DOS TESTES DE Aic

I. PARA OS METODOS CERTIFICADOS PELO NGSP

Texto sugerido: "O método utilizado nesta dosagem de hemoglobina
glicada (citar entre parénteses o nome do fabricante e método
ou instrumento utilizado) esta certificado pelo NGSP (National
Glycohemoglobin Standardization Program - USA). A meta para o nivel
de hemoglobina glicada para o efetivo controle do Diabetes mellitus deve

ser inferior a 7% (em adultos)."

Il. PARA OS METODOS NAO CERTIFICADOS PELO NGSP

Texto sugerido: "O método utilizado nesta dosagem de hemoglobina
glicada (citar entre parénteses o nome do fabricante e método ou
instrumento utilizado) NAO esta certificado pelo NGSP (National
Glycohemoglobin Standardization Program — USA). A meta para o nivel
de hemoglobina glicada, para o efetivo controle do Diabetes mellitus,
deve ser inferior a ‘x,y%’ (em adultos)."

Nota: O valor de "x,y" sera o resultado da somatéria do limite
superior do valor de referéncia estabelecido para o método, mais

uma unidade.

5. METAS FUTURAS

e Estimular os laboratérios clinicos a participarem ativamente de programas de ensaio de

proficiéncia para a dosagem de hemoglobina glicada.

e Estimular a criacao de pelo menos um laboratério nacional de referéncia em hemoglobina
glicada associado ao NGSP e capacitado a fornecer materiais de referéncia para calibracao,
bem como avaliar e certificar conjuntos diagndsticos comerciais e sistemas analiticos

disponiveis no mercado brasileiro.

e Estimular a discussdo entre os diversos fabricantes de reagentes e equipamentos,
laboratérios clinicos e as sociedades cientificas, visando a¢des para controle e melhoria
permanentes da qualidade das analises laboratoriais da hemoglobina glicada.
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