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Prefacio

A hemoglobina glicada, também denominada hemoglobina glicosilada ou glicohemoglobina,
é conhecida ainda como HbA1C e, mais recentemente, apenas como A1C. Embora seja utili-
zada desde 1958 como uma ferramenta de diagndstico na avaliacdo do controle glicémico
em pacientes diabéticos, a dosagem da A1C passou a ser cada vez mais empregada e aceita
pela comunidade cientifica apds 1993, depois de ter sido validada através dos dois estudos
clinicos mais importantes sobre a avaliacdo do impacto do controle glicémico sobre as com-
plicagBes cronicas do diabetes: os estudos DCCT - Diabetes Control and Complications Trial
(1993) e 0 UKPDS - United Kingdom Prospective Diabetes Study (1998).

Atualmente, a manutencgdo do nivel de A1C abaixo de 7% é considerada como uma das prin-
cipais metas no controle do diabetes. Os dois estudos supramencionados indicaram gue as
complicagGes crénicas comecam a se desenvolver quando os niveis de A1C estdo situados
permanentemente acima de 7%. Algumas sociedades médicas adotam, inclusive, metas te-
rapéuticas mais rigidas de 6,5% para os valores de AlC.

O objetivo deste Posicionamento Oficial 2009 é o de promover uma atualizagdo sobre o pa-
pel da hemoglobina glicada na avaliacdo do controle glicémico e no diagndstico do diabetes,
abordando aspectos clinicos e laboratoriais sobre esse importante recurso diagndstico. Visa,
também, definir recomendacdes de padronizacdo de métodos laboratoriais devidamente va-
lidados, bem como discutir os métodos alternativos que possam ser utilizados na préatica
laboratorial didria para a avaliacdo desse importante parametro diagndstico.

Sdo Paulo, janeiro de 2009

Grupo Interdisciplinar de Padronizacdao da Hemoglobina Glicada - A1C
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PARTE 1 ,
ASPECTOS CLINICOS

Figura 1. Moléculas

de glicose ligadas a
molécula de hemoglobina,
formando a hemoglobina
glicada (A1C).

1. CONCEITO DE HEMOGLOBINA GLICADA

O termo genérico “hemoglobina glicada" refere-se a um conjunto de
substancias formadas com base em reacdes entre a hemoglobina A
(HbA) e alguns acucares. O termo "hemoglobina glicosilada” tem sido
erroneamente utilizado como sinénimo de hemoglobina glicada. O pro-
cesso de “glicacdo” de proteinas envolve uma ligagdo ndo enzimatica
e permanente com acucares redutores como a glicose, ao contrario
do processo de “glicosilagdo”, que envolve uma ligacdo enzimatica e
instavel [1].

A HbA é a forma principal e nativa da hemoglobina, sendo que a HbAO
é o principal componente da HbA. Na pratica, esta corresponde a cha-
mada fragdo ndo glicada da HbA. Por outro lado, a HbAT1 total cor-
responde a formas de HbA carregadas mais negativamente devido a
adicdo de glicose e outros carboidratos.

Existem varios subtipos de HbA1 cromatograficamente distintos, tais
como HbA1lal, HbAla2, HbAlb e HbAlc. Desses todos, a fracdo HbAIc,




Figura 2. As diferentes
fracdes da hemoglobina.

Figura 3. Mecanismos
de desenvolvimento das
complicagGes cronicas
do diabetes (Adaptado
de Referéncia 2).

Hbalc é a unica fragdo
que deve ser usada como

um indice de glicemia média
Hemoglobina Hb e como uma medida do
risco de complicagdes.
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ou apenas AIC, é a que se refere a hemoglobina glicada propriamente
dita, cujo terminal valina da cadeia beta estd ligado a glicose por meio

de uma ligacdo estdvel e irreversivel.

No decorrer dos anos ou das décadas, a hiperglicemia prolongada pro-
move o desenvolvimento de lesdes organicas extensas e irreversiveis,
afetando os olhos, os rins, 0s nervos, 0s vasos grandes e peguenos,
assim como a coagulacdo sanguinea. Os niveis de glicose sanguinea
persistentemente elevados sdo tdxicos ao organismo por trés meca-
nismos diferentes: mediante a promocdo da glicacdo de proteinas,
pela hiperosmolaridade e pelo aumento dos niveis de sorbitol dentro

da célula, conforme apresentado na ilustracdo abaixo [3].
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* Catarata * Perfusdo placentéria

¢ Hipertensao diminuida na gravidez




Figura 4. AiC e
risco relativo de
complicagbes
microvasculares:
DCCT [3]

Figura 5. A1C e risco
relativo de complicagdes

micro e macrovasculares:

UKPDS [4]®

A1C e risco relativo de complicacoes microvasculares: DCCT
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DCCT, Diabetes Control and Complicatione Trial.

1. Adaptado de Skyler JB. Endocrinol Metad Clin North Am. 1996;25:243-254
2.DCCT. N Engl Med. 1993;329:977-966

3. DCCT Diabets. 1995;44:968-983

2. IMPLICAGOES CLINICAS DOS NiVEIS
ELEVADOS DE HEMOGLOBINA GLICADA

A A1C é um componente menor da hemoglobina, sendo encontrada em
individuos adultos ndo diabéticos em uma proporcao de 1% a 4% dos
individuos normais. Na pratica, os valores normais de referéncia vao
de 4% a 6%. Niveis de A1C acima de 7% estdo associados a um risco
progressivamente maior de complicacdes crénicas. Por isso, o conceito
atual de tratamento do diabetes define a meta de 7% (ou de 6,5%, de

acordo com algumas sociedades médicas) como limite superior acima

Correlacdo entre alc e o risco de compilacoes: UKPDS
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UKPDS, United Kingdom Prospective Diabetes Study: IM, infarto do miocardio:
DVP, doenga vascular periférica.
Straton IM et al. Br Med J. 2000;321;405-412.




do qual estd indicada a revisdao do esquema terapéutico em vigor. As fi-
guras 4 e 5 mostram o impacto do mau controle glicémico sobre o risco
relativo de complicag@es microvasculares no estudo DCCT e do risco de

complicacdes micro e macrovasculares no estudo UKPDS [3,4].

3. TESTES DIAGNOSTICOS BASEADOS
NA GLICACAO DE PROTEINAS

O processo de glicacdo de proteinas ndo se restringe apenas a ligacdo
da glicose com a hemoglobina, formando a hemoglobina glicada. Muito
pelo contrario, esse processo estende-se, praticamente, a muitas das
proteinas do organismo, contribuindo para a geracdo dos chamados
produtos finais da glicacdo avancada (Advanced Glycation End pro-
ducts = AGEs), os quais desempenham importante papel no aumento

do risco das complica¢Bes crénicas do diabetes.

Do ponto de vista de recursos laboratoriais de avaliacdo do controle
da glicemia, a glicacdo da albumina é outro processo decorrente da
glicacdo das proteinas, gerando a chamada “albumina glicada”, analito
considerado como melhor marcador do controle glicémico do que a
A1C, uma vez que a glicacdo da albumina ndo é afetada pela alteracdo
no tempo de sobrevida das hemacias, como acontece no teste de A1C,
0 qual pode ser profundamente influenciado pela presenca de proces-
sos hemoliticos e de hemoglobinas anormais. Alguns autores conside-
ram que o uso da albumina glicada estd especialmente indicado em
pacientes com diabetes submetidos a hemodidlise. Entretanto, deve-
se ressaltar que os niveis ideais de albumina glicada ainda ndo foram
definitivamente estabelecidos e que os resultados desse teste podem
ser influenciados pela presenca de proteindria macica, doenca intesti-
nal perdedora de proteinas ou pelo tratamento com didlise peritoneal
[5]. O teste de albumina glicada reflete a média dos niveis glicémicos
das ultimas duas a trés semanas, enquanto que o teste de AIC reflete
a média dos niveis glicémicos dos ultimos dois a quatro meses. Ndo é

um teste regularmente disponivel na pratica laboratorial didria.



Tabela 1.
Correspondéncia entre
niveis de AIC E

niveis médios de
glicemia (mg/dL).

O teste da frutosamina também tem, como base, a glicacdo de pro-
teinas, sendo resultante da interacdo da glicose plasmatica e a lisina,
presente na molécula de albumina e de outras proteinas. E mais comu-
mente utilizado do que o teste de albumina glicada, muito embora ndo
seja facilmente disponivel na pratica laboratorial didria. Como a albu-
mina, maior componente da frutosamina, tem meia-vida curta, cerca
de 2 a 3 semanas, o teste da frutosamina reflete o controle glicémico
de curto prazo. A utilidade clinica do teste de frutosamina ndo esté
bem estabelecida, sendo esse recurso, geralmente, recomendado em si-
tuagBes nas quais o teste de A1C apresente algum problema. Além disso,
ndo hd estudos demonstrando a utilidade do teste como marcador do
desenvolvimento de complicacdes relacionadas ao diabetes [6].

4. CORRELACAO ENTRE O NiVEL DE A1C E 0S
NiVEIS MEDIOS DE GLICOSE SANGUINEA

O estudo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) [3]“ forne-
ceu a validacgdo inicial da A1C como uma ferramenta de progndstico
para as complicag8es crbnicas e, também, uma padronizacdo do mé-
todo laboratorial. Com base nos estudos DCCT e UKPDS (United King-
dom Prospective Diabetes Study) [4]®, estabeleceu-se que os niveis
de AIC acima de 7% estdo associados com risco maior de complica-
¢cOes crdnicas. Por esta razao, o conceito de tratamento por objetivos
define 7% como o limite superior do valor aceitdvel para um paciente

Nivel de A1C % Estudo DCCT Estudo ADAG
4 65 70
5) 100 98
6 135 126
6,5 Meta - SBD 152 140
7 Meta - ADA 170 154
8 205 182
9 240 21
10 275 239
1 310 267
12 345 295

Natahan, DM et al. Translating the A1C Assay into Estil Average Values. Di Care 31:1-6, 2008.




com diabetes bem controlado. Mais recentemente, a Sociedade Bra-
sileira de Diabetes estabeleceu a meta mais rigida de A1C menor que
6,5% para caracterizacdo do bom controle glicémico[7].

Em agosto de 2008, foi publicado um trabalho de revisdo dos valores
de correspondéncia entre niveis de AIC e respectivos niveis de glice-
mia, com base nos achados do estudo ADAG (Alc-Derived Average Glu-
cose Study Group), revisando os valores inicialmente indicados pelo
estudo DCCT [8], conforme mostra a tabela 1.

Com base nos resultados do estudo ADAG, a American Diabetes As-
sociation (ADA), a European Association for the Study of Diabetes
(EASD) e a International Diabetes Federation (IDF) lancaram, em ju-
nho de 2008, uma intensa campanha de divulga¢cdo do novo conceito
de Glicemia Média Estimada como uma nova forma de expressdo de
resultados em mg/dL para substituir a expressdo usual de resultados
em termos de percentual de hemoglobina glicada atualmente utilizada
[8]. Para facilitar os cdlculos de conversdo de niveis de A1C para niveis
de Glicemia Média Estimada ou desta para valores correspondentes de
A1C, a ADA disponibiliza uma calculadora automatica no seguinte link:

http://professional.diabetes.org/glucosecalculator.aspx.
IMPORTANTE

Estudos clinicos publicados em 2008 mostraram que a variabilida-
de glicémica, caracterizada pela amplitude de variacao dos niveis
glicémicos nos diversos hordrios do dia, constitui-se em um fator
de risco isolado e independente dos niveis médios de glicemia em
termos de potencial de risco para a fun¢do endotelial, favorecen-
do as complicacdes cardiovasculares no paciente diabético [9,10].
Como a AIC reflete apenas o nivel médio da glicemia nos ultimos 2
a 4 meses, ha necessidade de se avaliar, também, o aspecto da va-
riabilidade glicémica dos dados de glicemia. Os fabricantes de mo-
nitores de glicemia oferecem recursos informatizados para a anali-
se dos resultados das glicemias, fornecendo os valores da glicemia
média do periodo e do desvio padrao da amostra.



Tabela 2. impacto das

14 glicemias mais recentes
versus as “mais antigas"”
sobre os niveis de A1C.

5. 0 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 didrias (incluindo glice-
mias de jejum e pds-prandial) durante os Gltimos 2 a 3 meses.

Na verdade, a glicacdo da hemoglobina ocorre ao longo de todo o pe-
riodo de vida do glébulo vermelho, que é de, aproximadamente, 120
dias. Porém, dentro destes 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 estdvel apresentard 50% de sua A1C formada
no més precedente ao exame, 25% no més anterior a este e 0s 25%
remanescentes no terceiro ou quarto meses antes do exame [11].

1 més antes 2 meses antes 3 meses antes | 4 meses antes

' Data da coleta de sangue para o teste de A1C

Adaptada de referéncia 11.

O impacto de qualquer variacdo significativa (em sentido ascendente
ou descendente) na glicemia média serd “diluido” dentro de trés ou
guatro meses, em termos de niveis de AIC. A glicemia mais recente

causara o maior impacto nos niveis de A1C.

6. FREQUENCIA RECOMENDADA PARA
A REALIZAGAO DOS TESTES DE A1C

A guantidade de glicose ligada a hemoglobina é diretamente propor-
cional a concentracdo média de glicose no sangue. Uma vez que 0s

eritrécitos tém um tempo de vida de, aproximadamente, 120 dias, a

medida da quantidade de glicose ligada a hemoglobina pode fornecer




uma avaliacdo do controle glicémico médio no periodo de 90 a 120

dias antes do exame.

Em virtude dos resultados do exame fornecerem informacao retrospec-
tiva sobre dois a quatro meses precedentes, a realizacdo de um teste
de AIC, a cada trés meses, fornecera dados que expressam a glicose

sanguinea média no passado recente (2 a 4 meses antes do exame).

Os exames de A1C devem ser realizados regularmente em todos os pa-
cientes com diabetes. Primeiramente, para documentar o grau de con-
trole glicémico em sua avaliacdo inicial e, subsequentemente, como

parte do atendimento continuo do paciente.
FREQUENCIA RECOMENDADA DOS TESTES DE A1C

Os testes de A1C devem ser realizados, pelo menos, duas vezes
ao ano para todos os pacientes diabéticos e quatro vezes por ano
(a cada 3 meses) para pacientes que se submeterem a alteragdes
do esquema terapéutico ou que nao estejam atingindo os objetivos
recomendados com o tratamento vigente [12].

7. NIVEIS RECOMENDADOS DE A1C
EM POPULAGOES ESPECIAIS

Em criancas e adolescentes [12]

As metas ideais para a A1C em criangas e adolescentes ainda ndo estao
rigidamente determinadas, diferentemente do que ocorre com os indi-
viduos adultos. Com o aumento da prevaléncia do diabetes nos jovens
e o0 uso crescente da concentracdo de A1C como indicador do controle
da glicemia, é importante o desenvolvimento de niveis de referéncia e

padrdes de bom controle para essa faixa etdria.

No estabelecimento dos objetivos para um bom controle glicémico nas crian-

cas e adolescentes, os principais aspectos que devem ser considerados sao:



Tabela 3. metas de alC e
de niveis glicémicos para
criancas e adolescentes
- American Diabetes
Association - 2008 [12].

» Crescimento e desenvolvimento adequados.

+ Baixo risco de hipoglicemia (principalmente em criancas com

menos de 8 anos de idade, quando o desenvolvimento neurolé-

gico ainda ndo estd completo).

+ O nivel de controle glicémico na faixa pré-puberal também é

importante para prevenir o desenvolvimento futuro de compli-

cacdes cronicas do diabetes.

« Durante a puberdade, hd um aumento dos niveis de A1C.

A frequéncia de testes de AIC na infancia e na adolescéncia vai de-

pender das disponibilidades locais e do nivel de controle alcangado,

podendo variar de 2 a 4 por ano. E aconselhdvel que se tenha, pelo

menos, uma avaliacdo de A1C por ano.

A American Diabetes Association recomenda que as metas de A1C se-

jam definidas, também, em funcdo dos niveis de glicemia pré-prandial,

como mostra a tabela 3.

Metas de glicemia (mg/dL)

Idade Meta de i
p - - Comentarios
(anos) A1C (%) | Pré-prandial Ao deitar
Entre « Alto risco e alta
0-6 75e 100 - 180 110 - 200 vulnerabilidade a
8,5 hipoglicemias.
« Risco de hipoglicemia e
risco relativamente baixo
6-12 <8 90 - 180 100 - 180 de complicagbes antes
da puberdade
« Risco de hipoglicemia grave.
« Problemas psicolégicos e de
13-19 | <75 90 - 130 90-150 | desenvolvimento.
« Meta de < 7% é razoavel se
puder ser atingida sem risco de
hipoglicemias importantes.

Em diabéticos idosos [13]

Nos pacientes idosos, o alvo da A1C deve ser individualizado. Os ido-

sos em boas condi¢8es clinicas e que apresentam complicacdes mi-




crovasculares sdao 0s que, provavelmente, mais se beneficiariam de
um controle glicémico intensivo. No entanto, os riscos de um controle
glicémico intensivo, incluindo hipoglicemia, tratamentos concomitan-
tes multiplos, interacdes entre as drogas e os seus efeitos colaterais
devem ser considerados na equacdo do risco-beneficio.

Nos adultos idosos ja fragilizados, individuos com esperanca de vida
limitada e outros nos quais os riscos do controle glicémico intensivo
sdo maiores do que os beneficios potenciais, um nivel de A1C de 8%

pode ser mais apropriado.

Em gestantes com diabetes [12,14]

Gestantes com diabetes apresentam risco aumentado de aborto espon-
taneo e de ma formacdo congénita fetal. A magnitude destes riscos
depende, principalmente, do grau de controle metabdlico do diabetes
no periodo pré-concepcional e no 1° trimestre da gestacdo. A mulher
diabética que pretende engravidar deve ser encorajada a atingir o me-
Ihor controle metabdlico possivel antes e durante a gestacdo. Os niveis
de A1C recomendados para minimizar tais riscos também sdo os meno-
res possiveis, ndo devendo ultrapassar o limite de 1% acima do valor
normal do método. Durante a gestacdo, a A1C ndo deve ser usada como
parametro de avaliacdo para eventuais alteracdes da conduta terapéu-
tica devido ao longo periodo necessario para que os niveis glicémicos
alterados possam se refletir nos niveis de A1C observados. Durante a
gravidez, ¢ muito mais importante o controle rigido dos niveis de glice-

mias de jejum e pds-prandiais do que os dos niveis de A1C.

8. TEMPO PARA O RETORNO AO NORMAL DOS NIVEIS DE
A1C DEPOIS DA NORMALIZAGAO DOS NIVEIS DE GLICOSE
SANGUINEA MEDIANTE TRATAMENTO ADEQUADO

Os niveis de A1C ndo retornam ao normal imediatamente apds a nor-
malizacdo dos niveis de glicose sanguinea, demorando de 8 a 10 se-



Figura 6. Taxa de reducdo
de AIC em pacientes

bem controlados com
tratamento adequado -
Adaptado de referéncia 11
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manas, aproximadamente, para serem totalmente normalizados [11],
como mostra a figura 6.

Isto significa que, para a avaliacdo da eficacia do tratamento, os niveis
de A1C deverado ser avaliados somente apds um a dois meses depois do
inicio ou da modificacdo da terapia. Antes disto, os niveis de AIC ndo
refletirdo o verdadeiro efeito da mudanca recente do tratamento, o qual
podera ser verificado através da avaliagcdo dos niveis de glicose sangqui-

nea, a qual reage mais rapidamente ao inicio ou a alteracdo da terapia.

9. A META DE <7% DE A1C E APLICAVEL A
ALGUNS METODOS LABORATORIAIS, MAS
NAO A TODOS 0OS METODOS DISPONIVEIS

Esta é uma questdo muito importante: na realidade, a meta de se atin-
gir um nivel <7% foi validada para o método utilizado no DCCT, base-
ado em diferengas na carga iénica (HPLC = “High Performance Liquid
Chromatography" representado em portugués pela sigla CLAE = Cro-

matografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Com intuito de se evitar problemas na interpretacdo dos niveis de A1C
obtidos pelos diversos métodos laboratoriais, foi criado um projeto es-
pecial: o National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP),

disponivel no link http://www.ngsp.org/prog/index.html. Este pro-

grama promove a padronizacdo das determinacdes do teste de AlC,




em relagdo ao método utilizado no DCCT. Ao acessar o link, escolha a
opcdo “Certified Methods/Labs UPDATED 11/08". Nesta op¢do, estdo
disponiveis a lista de métodos certificados pelo NGSP (opcao: List of
NGSP Certified Methods) e a lista de laboratérios clinicos também cer-
tificados pelo NGSP (opcao: List of NGSP Certified Laboratories).

METODOS LABORATORIAIS PARA DETERMINAGCAO DA A1C

Recomenda-se que os laboratérios clinicos utilizem, preferencial-
mente, os métodos de ensaio certificados pelo National Glycohe-
moglobin Standardization Program (NGSP) com rastreabilidade de
desempenho analitico ao método utilizado no DCCT. Além disso, os
laboratérios que dosam a A1C devem participar de programas de
ensaios de proficiéncia implementados por entidades oficiais de pa-
tologia clinica e medicina laboratorial.

10. A HEMOGLOBINA GLICADA COMO TESTE
DE RASTREIO PARA O DIABETES

Recentemente, tem-se cogitado em utilizar a hemoglobina glicada
como teste de rastreio ou mesmo de diagndstico para o diabetes como
um possivel substituto do teste de glicemia de jejum e do teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG). Entretanto, os estudos tém demonstrado
gue a limitacdo dessa proposta ndo estd relacionada ao fato de que va-
lores altos de A1C indiquem a presenca de diabetes, mas sim ao fato de
gue um resultado “normal” ndo exclui a doenca. Em outras palavras,
a utilizacdo da A1C no rastreio ou no diagndstico do diabetes seria
uma opcao diagndstica com especificidade, porém, sem sensibilidade
[15,16].

Em funcdo dessa restricdo, aventou-se a possibilidade da utilizacdo
do teste de A1IC como complemento da glicemia de jejum, seja para
o diagndstico do diabetes ou para o rastreio dos pacientes que, efe-
tivamente, necessitariam do TOTG para confirmacdo do diagndstico.
Se utilizado desta maneira, a especificidade de um valor aumentado

de AIC estaria sendo aplicada a uma populagdo ja com alto risco de
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apresentar intolerancia a glicose em funcdo de uma glicemia de jejum

limitrofe da anormalidade [15,16].

Outro aspecto a ser considerado é o custo de realizacdo do teste de
A1C, que ainda é incompativel com sua utilizacdo como teste de ras-
treio, do ponto de vista de economia da saude.

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 interpretacdo dos
niveis glicémicos, visando diagnosticar-se o diabetes e outras condi-
¢Oes relacionadas, tais como o pré-diabetes.

Portanto, a avaliacdo dos niveis glicémicos em condicdes especificas é o
Unico método validado para o diagndstico do diabetes. Os niveis de A1C ain-

da ndo foram validados para o propdsito de diagnéstico desta condicdo.

E claro que um individuo que apresente niveis de AIC de 10% ou 11%,
possivelmente, serd um diabético. Mas, mesmo neste caso, para se
efetuar o diagndstico definitivo de diabetes, deverdo ser seguidas as
diretrizes recomendadas, com base nos niveis glicémicos.

11- IMPLICACOES CLINICAS NA INTERPRETAGCAO
DOS RESULTADOS DO TESTE DE A1C

Tendo em vista a variabilidade dos métodos laboratoriais disponiveis
e, conseguentemente, a ampla faixa de variacao de “valores normais”,
é absolutamente fundamental que o médico clinico tenha uma nocdo
inteligente dos aspectos laboratoriais do teste de A1C. Somente assim
ele poderd esclarecer suas duvidas junto ao laboratério clinico e, des-
ta forma, acompanhar adequadamente e interpretar corretamente os
resultados dos testes de A1C.

Com alguma frequéncia, os resultados do teste de A1C podem ndo estar

compativeis com a condicdo clinica do paciente e/ou com os niveis efe-




tivos de glicemia que o paciente apresenta nos diversos horarios do dia.
A tabela 4 resume as principais condicdes clinicas que podem interferir

no resultado do teste de A1C, dificultando sua correta utilizacao.

Tabela 4. Principais
condig¢des clinicas que
podem interferir no

Condigoes que promovem reducdo do valor real da A1C em fun¢do da diminuicdo
do nimero de eritrécitos, dos niveis de hemoglobina e do hematécrito:

resultado do teste de A1C.

* Anemias hemoliticas de diferentes
etiologias

* Hemoglobinopatias (podem
resultar em valores falsamente
elevados ou diminuidos, conforme a
metodologia aplicada)

e Comprometimento da medula
dssea por radiacdo, toxinas, fibrose,
tumores.

« Deficiéncia nutricionais de acido
félico, vitaminas B6 e B12

* Condi¢des que promovem aumento
do nimero de glébulos vermelhos
e/ou do valor do hematédcrito.

* Hipertiroidismo

* Queimaduras graves, com perda
de liquido protéico. Leucemia

¢ Mieloma multiplo

¢ Deficiéncia de eritropoietina
secunddria a comprometimento
renal

¢ Intoxicacdo por chumbo

* Presenca de grandes
quantidades de vitaminaC e E
pode inibir a glicagdo da
hemoglobina.

Condicées que promovem

aumento do valor real da A1C

* Presenca de hemoglobina
carbamilada (hemoglobina
guimicamente modificada e
resultante da ligacdo da uréia a
hemoglobina) ocorrendo em
pacientes com insuficiéncia renal.

« Deficiéncia nutricional de ferro

pode provocar aumento significativo
(>2%) nos niveis de A1C.

IMPORTANTE

* Presenga de hemoglobina
acetilada (hemoglobina
quimicamente modificada e
resultante da ligagdo do salicilato
com a hemoglobina) ocorrendo em
pacientes em uso de doses
elevadas de acido acetilsalicilico.

* Condi¢des que promovem
aumento do nimero de glébulos
vermelhos e/ou do valor do
hematécrito.

Para maiores detalhes sobre os métodos e as técnicas laboratoriais

disponiveis, favor consultar a parte 2 deste Posicionamento Oficial

2009, que trata dos aspectos laboratoriais da A1C.
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PARTE 2

ASPECTOS LABORATORIAIS
Recomendacoes para a determinacao
da hemoglobina glicada

1. 0 PAPEL DO LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA
NA DETERMINAGAO DA HEMOGLOBINA GLICADA

A Patologia Clinica, também denominada Medicina Laboratorial, é uma
especialidade médica que visa otimizar a integracdo clinico-laborato-
rial. Os patologistas clinicos sdo médicos capacitados a oferecer aos
demais profissionais da satide mais do que um simples laudo de exame
laboratorial, mas, também, uma consultoria completa, desde quest&es

de ordem técnica até a interpretacdo do resultado.

O exame laboratorial € um importante instrumento de auxilio ao racio-
cinio clinico e para a definicdo da conduta terapéutica, constituindo-se
em indicador sensivel e objetivo do estado da saldde do paciente. Desta
forma, o resultado de um exame laboratorial € uma informacdo com-
plementar que auxilia na definicdo do diagndstico, particularmente,
guando este ndo pode ser esclarecido exclusivamente pelos dados de
histdéria clinica e exame fisico. Como consequéncia, os exames labo-
ratoriais sdo responsaveis por 60% a 70% das decis6es médicas [1].
O elevado grau de confiabilidade dos exames de laboratério pode ser
creditado, em parte, ao processo de evolucdo dos métodos laborato-
riais e, também, pela incorporacdo de novas tecnologias, como, por
exemplo, os analisadores totalmente automatizados, os quais possibi-
litaram a obtencdo de resultados com elevado grau de exatiddo, repro-

dutibilidade e rapidez.




Para que um método laboratorial tenha utilidade clinica, este deve pre-
encher alguns requisitos basicos que garantam a confiabilidade dos
resultados obtidos em amostras de pacientes. Sdo estes, a exatidao, a

precisdo, a sensibilidade e a especificidade.

A exatiddo diz respeito a capacidade do método em apresentar resul-
tados préximos do valor verdadeiro. A avaliacdo do grau de exatiddo
de um método em uso no laboratério pode ser feita através de um
ensaio de comparacado interlaboratorial, por um programa de ensaio
de proficiéncia. Este sistema de controle da qualidade interlaborato-
rial consiste na comparacdo de resultados observados em uma mesma
amostra bioldgica, analisada simultaneamente por diversos laboraté-
rios, utilizando a mesma metodologia. A avaliacdo é realizada pelo va-
lor médio de consenso de todos os participantes que utilizam a mesma
metodologia. Os laboratdérios que conseguem obter um resultado igual
ou muito proximo agueles obtidos pela grande maioria dos participan-
tes possuem um sistema analitico com nivel de exatiddo adequado e
compardvel aos demais laboratérios. Atualmente, boa parte dos labo-
ratdrios clinicos no Brasil participa de pelo menos um programa nacio-
nal ou internacional de ensaio de proficiéncia. Como exemplos, pode-
mos citar o Programa de Exceléncia para Laboratérios Clinicos (PELM)
da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica / Medicina Laboratorial
(SBPC/ML), e o programa do College of American Pathologists (CAP),
dos Estados Unidos.

A precisdo revela a capacidade do método de, em determinagdes re-
petidas em uma mesma amostra, fornecer resultados préximos entre
si. O grau de reprodutibilidade de um método é avaliado pelo controle
interno da qualidade. Neste caso, o laboratério executa, diariamente, a
andlise de amostras controle, de valores conhecidos e dosadas, simul-
taneamente, com as amostras dos pacientes. Os valores observados
ndo apresentardo, necessariamente, o mesmo valor numérico no de-
correr dos dias, porém devem apresentar resultados muito préximos
entre si, garantindo que o sistema analitico estd mantendo um bom
nivel de reprodutibilidade dia apds dia.
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A sensibilidade de uma prova refere-se a probabilidade de que um re-
sultado seja alterado na presenca da doenca, isto é, a porcentagem
de resultados obtidos com a realizacdo da prova, em uma populacao
constituida apenas de individuos afetados da doenca para a qual o

teste deve ser aplicado.

A especificidade de uma prova refere-se a probabilidade de que um
resultado esteja dentro do intervalo de referéncia na auséncia de do-
enca, isto é, a percentagem de resultados negativos obtidos com a
realizagdo da prova, em uma populagdo constituida de individuos que

ndo tém a doenca para a qual o teste de ser aplicado.

Outro conceito importante diz respeito aos valores preditivos positivo
e negativo de um teste. O valor preditivo positivo é definido como sen-
do a probabilidade de que um resultado positivo seja verdadeiro, ou
seja, represente a presenca da doenca. Ja o valor preditivo negativo
refere-se a probabilidade de que um resultado negativo também seja

verdadeiro, significando auséncia de doenga.

A histdria clinica e o exame fisico permitem uma estimativa da proba-
bilidade de existéncia de determinada doenca antes da realizacdo de
um teste diagndstico, a chamada Probabilidade Pré-Teste. Utilizando
nomogramas, como o existente no “site” de internet da Societa ltalia-
na Medicina di Laboratério (www.simel.it), é possivel calcular como o
resultado de um teste diagndstico, com caracteristicas particulares de
razdo de chance (“Likelihood ratio”), afeta a Probabilidade Pré-Teste
e permite uma avaliacdo da Probabilidade Pds-Teste. A abordagem de
Medicina Laboratorial Baseada em Evidéncias foi adotada pela SBPC/

ML que traduziu a ferramenta italiana para a lingua portuguesa.

A evolucdo do conhecimento médico obriga o desenvolvimento de no-
vas metodologias e a introducdo de novos parametros laboratoriais.
Neste contexto, o laboratdrio de Patologia Clinica busca incorporar no-

vos parametros ao menu de exames, atendendo a demanda das novas

descobertas médicas.




2. 0 QUE E HEMOGLOBINA GLICADA OU A1C?

O termo genérico “Hemoglobina Glicada" ou A1C se refere a um con-
junto de substancias formadas a partir de rea¢Ges entre a Hemoglobi-

na A (HbA) e alguns acucares.

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 "“he-
moglobinas rdpidas”. A mais importante dessas hemoglobinas rapi-
das, no que concerne ao diabetes, é a fracdo A1C (HbAI1c), na qual ha
um residuo de glicose ligado ao terminal NH? (residuo de valina) de
uma ou de ambas as cadeias beta da HbA. Dependendo do método
de andlise laboratorial, a A1C corresponde a cerca de 3 a 6% da HbAT1
total em pessoas normais, alcancando até 20% ou mais em diabéticos

mal-controlados [2,3].

3. 0 PROCESSO DE FORMACAO

A ligagdo entre a HbA e a glicose é um tipo de glicagdo ndo-enzimati-
ca, continua, lenta e irreversivel. Entretanto, a primeira fase da reacao
entre a glicose e a hemoglobina é reversivel e origina um composto in-
termedidrio denominado pré-Ai1C, HbAlc labil ou instdvel, aldimina ou,
ainda, base de Schiff. A seqgunda fase resulta em um composto estdvel
tipo cetoamina, ndo mais dissocidvel, agora denominado de HbAIlc ou,

simplesmente, A1C [3].

A hemdcia é livremente permeavel a molécula de glicose, sendo que a
hemoglobina fica, praticamente, exposta as mesmas concentracdes da
glicose plasmatica. A hemoglobina glicada se acumula dentro das hema-

cias, apresentando, portanto, uma meia-vida dependente da delas [3].
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4. AS NOMENCLATURAS ADOTADAS POR
ESTE POSICIONAMENTO OFICIAL

Os termos “hemoglobina glicada" ou “A1C" sao os recomendados por
esse posicionamento, mas ha uma variedade de termos usados no con-
texto do estudo da glicacdo da hemoglobina e que podem ou ndo ter
0s mesmos significados. Os mais comumente vistos sdo: hemoglobina
glicosilada, hemoglobina glucosilada, glicohemoglobina, fracdo rdpida
da hemoglobina, HbAlc, Alc e A1C, entre outros [3]. Chamamos a aten-
cdo ao fato de que a denominacdo mais adequada e bioguimicamente
correta é hemoglobina glicada.

O National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), dos Es-
tados Unidos, é a entidade que certifica os métodos laboratoriais ras-
tredveis com aquele utilizado no estudo do DCCT. Os resultados obtidos
utilizando as metodologias certificadas pelo NGSP referem-se, especifi-

camente, a fracdo A1C, sendo indicadas para uso na rotina laboratorial.

O termo glicosilacdo ndao deve ser utilizado, pois indica uma reacao
mediada por um sistema enzimatico. Do ponto de vista quimico, a for-
macdo da A1C baseia-se em um processo de “glicagdo”, pois a reacao
é do tipo ndo-enzimatico entre a glicose e a hemoglobina [3] sendo,

por isso, o termo correto.

No individuo normal a fracdo HbAlc representa, aproximadamente,
80% da hemoglobina Al total [3]. As outras fracdes da hemoglobina
Al originam-se da ligacdo de outras moléculas ao aminodacido valina
presente na porcao N-terminal da cadeia beta da Hemoglobina A: Alal

(frutose-1,6-difosfato), Ala2 (glicose-6-fosfato) e Alb (dcido pirdvico).

Quando o processo de glicagdo ocorre em outros pontos da cadeia
beta ou da cadeia alfa, pode ndo ser detectado pelos métodos base-
ados na diferenca de carga elétrica, resultando na fragdo A° [3]. No

guadro 1 estdo listados os principais termos referentes ao processo de

glicagdo da hemoglobina, bem como as respectivas defini¢des.




Quadro 1: Nomenclatura

HbA

Forma principal e nativa da hemoglobina, que é um tetramero
formado por duas cadeias alfa e duas cadeias beta.

HbA

Principal componente da HbA, identificado por suas
propriedades cromatograficas e de carga elétrica. Pode
apresentar algum grau de glicagdo, contudo insuficiente para
afetar as propriedades de mobilidade carga-dependente. Na
pratica, é considerada a fragdo ndoglicada da HbA.

HbA, total

Formas de HbA carregadas mais negativamente devido a
adicdo de glicose e outros carboidratos (modificacdes
pés-translacionais). Corresponde a hemoglobina glicada total,
a qual ndo apresenta valor clinico. Os primeiros métodos
determinavam o valor da hemoglobina glicada total, em
detrimento da fracdo HbA: especifica. Estas metodologias
ndo sdo mais recomendadas para a dosagem da A1C.

HbA__, HbA

1a1” 122"

HbA,, HbA

1c

Representam as diferentes formas quimicas
ou as fracdes da hemoglobina glicada.

HbA,_ ou A1C

Corresponde a fragdo da hemoglobina glicada, cujo aminoacido
valina localizado na porcdo terminal da cadeia beta da
hemoglobina A esta ligado a glicose por meio de uma ligacdo
estdvel e irreversivel. Do ponto de vista clinico, é o componente
que deve ser avaliado nos portadores de diabetes mellitus.

Pré-A1C

Molécula de HbA cujo aminoacido valina localizado na porcdo
terminal da cadeia beta da hemoglobina A, esta ligado a glicose
por meio de uma ligacdo instavel e reversivel. Alguns métodos
podem sofrer interferéncia desta fracdo, superestimando o
resultado final da A1C.

Hemoglobinas
rapidas

Sindénimo de hemoglobinas glicadas. O nome deriva da
caracteristica quimica da molécula de hemoglobina glicada de
migrar mais rapidamente na dire¢cdo do anodo, durante a
separacdo eletroforética, bem como eluir mais rapidamente, na
cromatografia, quando comparadas as hemoglobinas ndo glicadas.

Hemoglobina
glicada

Do ponto de vista quimico, corresponde a qualquer molécula
de hemoglobina ligada a glicose ou a qualquer outro acutcar,
sendo a reacdo ndo mediada por um sistema enzimatico.
Este Posicionamento Oficial utilizarad o termo “hemoglobina
glicada" como sinénimo de HbA: ou A1C.
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5. ANALISE LABORATORIAL

Fase pré-analitica

Variacdo Biolégica

Vdrios estudos tém sugerido que a variagdo bioldgica intra-individual
da hemoglobina glicada é desprezivel, guando ndo relacionada a glice-
mia. Quanto a variagdo bioldgica inter-individual, ndo ocorrem efeitos
clinicamente significativos de idade, género, origem étnica. Igualmen-
te, ndo sdo descritas variac8es circadianas e nas diferentes estacdes
do ano nos resultados de A1C [4].

Variacgdo biolégica DA A1C

Intra-individual 3,4%

Inter-individual 5,1%

Fonte: www.westgard.co/biodatabasel.htm (acesso em novembro de 2008)

Interferentes analiticos

Algumas hipéteses devem ser consideradas quando o resultado da he-
moglobina glicada ndo se correlacionar, adequadamente, com o esta-

do clinico do paciente.

« As doencgas gue cursam com anemia hemolitica ou esta-
dos hemorrdgicos podem resultar em valores inapropriada-
mente diminuidos por encurtarem a meia-vida das hemacias
[4,5,6,7,89,011].

« E importante ressaltar que as situacdes que interferem na meia-
vida das hemdcias, na realidade, diminuem, sensivelmente, o poder
diagnéstico da hemoglobina glicada em refletir a média (pondera-

da) dos niveis pregressos de glicose e ndo devem ser consideradas

como interferentes diretos sobre a metodologia utilizada [9,10].




+ A anemia por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folato pode re-
sultar em valores inapropriadamente elevados da hemoglobina
glicada [4,5,6,7,89,1011].

+ A presenca de grandes quantidades de vitaminas C e E é des-
crita como fator que pode induzir resultados falsamente diminu-

idos por inibirem a glicacdo da hemoglobina [4,5,6,7,8,9,10,11].

+ Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alcoolismo
crénico e ingestdo cronica de opidceos podem interferir em al-
gumas metodologias produzindo resultados falsamente eleva-
dos [4,5,6,7,8,9,10,11,12,13].

* Hemoglobina quimicamente modificada pode estar presente
nos pacientes urémicos, produzindo um composto denomina-
do hemoglobina carbamilada, resultado da ligacdo da uréia a
hemoglobina. Os pacientes que fazem uso de elevadas quanti-
dades de acido acetilsalicilico produzem a hemoglobina aceti-
lada. Ambos os elementos podem interferir na dosagem da he-
moglobina glicada, produzindo resultados falsamente elevados
[4,5,6,7,89,10111213].

+ A dosagem de hemoglobina glicada em pacientes portadores
de hemoglobina variante heterozigética (exemplos: hemoglobi-
naC, S, E, D, Fetal, Graz, Sherwood Forest, Padova) resulta valo-
res falsamente elevados ou diminuidos, conforme a metodologia
aplicada [4,5,6,7,8,9,10,11,12,14,151. Alguns métodos, baseados na
cromatografia por troca idnica, podem identificar a presenca de
alguns tipos de hemoglobinas variantes, permitindo uma andlise
mais criteriosa do resultado. Os métodos que utilizam o princi-
pio do imunoensaio ndo sdo capazes de detectar a presenca das
diferentes hemoglobinas variantes [4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15].

« A quantificacdo da hemoglobina glicada ndo é aplicavel
nas hemoglobinopatias homozigdticas, independente da
metodologia utilizada, em fun¢do da auséncia de hemoglobina
A [4,56,7891011121314,15]. Esta condicdo necessita ser

rastreada e confirmada pelos métodos usuais para o estudo
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Quadro 2. Interferéncia
das hemoglobinas
variantes e da
hemoglobina carbamilada
na dosagem da
hemoglobina glicada,
segundo ngsp, nas
diferentes metodologias
(Atualizada em

abril de 2008)

Interferéncia (Sim/N&o)

Método

Traco Traco Traco Traco Hb F Hb

Hb C Hb S Hb E Hb D elevada | Carbamilada
ﬁfgﬁict sim sim ° ° ° °
Q;Ls;f:r'gld ndo ndo ° ° ° °
ﬁ?i':if:'eld ndo ndo ndo nao ° °
Siemens . .
Advia sim sim ° ° ° °
Siemens DCA . ~ ~ ~ ~ . ~
2000 sim/ndo ndo ndo nao sim nao
Beckman X i ) )
Diatrac sim sim o ° sim sim
Beckman N 5 5 .
Synchron nao nao nao ndo ° °
Bio-Rad D-10
(short sim/ndo | ndo ndo ndo ° °
program)
Bior-Rad D-10
(extended ndo ndo HED) ndo ° °
program)
Bio-Rad ~ .
DiaSTAT nao sim (] [ ] [ ] )
3;?}5:;1%: ndo | sim/ndo| nao n3o ° sim
Bio-Rad ~ ~
Variant GHb =10 ndao . ° o J
Bio-Rad . = : ~ & & ~ ~
Variant Il Alc sim/ndo | sim/ndo | n&o ndo ndo ndo
Bio-Rad
Variant Il ndo ndo sim sim ° °
Turbo
Dade ~ ~ ~ ~
Dimension ndo ndo nao nao ° °
Diazyme
Direct . N " 5
Enzymatic nao nao nao ndo ° °
HbA1lc
Drew ~ .
Scientific DS5 nao sim o ° ° °
Helena . 5
Glyco-Tek sim nao ° ° [ °




Interferéncia (Sim/Nao)

Método
Traco Traco Traco Traco Hb F Hb
Hb C Hb S Hb E Hb D elevada | Carbamilada

Menarini ~ . . . ~ A a
HA8140 nao sim sim sim nao sim/ndo
Menarini
HA8160 ndo nao sim sim
(Diabetes Mode)
Menarini )
HAB8160(Thalass ndo sim
emia Mode)
Microgenics ndo ndo
Bayer Alc Now sim sim nao nao

. . ~ = sim
Olympus sim sim nao nao 610%)
Ortho-Clinical - ~ ~ =
Vitros nao nao nao nao
Pointe Scientific ~ ~ ~ ~
Hemoglobin Alc nao nao nao nao
i;mmi‘gﬁgate ndo ndo nao ndo sim ndo
Bio-Rad Deeside sim nao
Randox sim
Haemoglobin im im
A > > (10%)
Roche Cobas . .
Integra sim sim
Roche Cobas ~ ~ ~ i~
Integra Gen2 nao nao nao nao
Roche - - ~ = nao =
Tina-quant II ndo nao e N0 1 30% HbF) 90
Roche Unimate sim sim nao
:,?j:h e nao ndo sim nao sim sim/ndo
Tosoh G7 nao ndo sim ndo nao
Tosoh G8 sim ndo

Esta sinalizagdo indica que ndo hd referéncias na literatura.

sim/ndo Esta sinalizacdo indica que os dados da literatura sdo conflitantes.
A opc¢do indicada em negrito representa a opinido do NGSP,

baseada na revisdo da literatura.
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das hemoglobinopatias [9,10,12]. Nestas situacdes, exames
alternativos, tais como frutosamina e albumina glicada, podem
ser Uteis [8,9,10,12].

« A base de Schiff, que é a fracdo 1abil da hemoglobina glicada,
pode representar importante interferente na dosagem, na de-
pendéncia do método utilizado. O laboratério deve se certificar
da potencial interferéncia deste composto na metodologia ado-
tada. Para as metodologias afetadas pela fracdo labil, deve-se
sequir, rigorosamente, as instrucdes do fabricante para remo-

¢do deste interferente [3,4,9,101.
ATENGCAO: INTERFERENTES POTENCIAIS

Os laboratérios devem conhecer os efeitos das interferéncias poten-
ciais na metodologia utilizada, incluindo as hemoglobinas variantes,
os derivados quimicamente modificados (hemoglobina carbamilada e
acetilada) e outros fatores, como presenca de vitamina C e E, anemia
por deficiéncia de ferro, vitamina B'? e folato, hipertrigliceridemia, hi-
perbilirrubinemia, alcoolismo crénico, ingestdo cronica de opidceos,
os quais podem afetar os resultados do teste de A1C.

Ao selecionar o método de ensaio, os laboratérios devem considerar
o risco potencial das interferéncias e a prevaléncia das moléstias
no grupo populacional do paciente avaliado.

Coleta, processamento e conservacdao das amostras

Preparo do paciente - O paciente ndo precisa estar em jejum, entre-
tanto resultados mais acurados sdo obtidos em amostras isentas de
turbidez decorrentes da hipertrigliceridemia. Por esta razdo, é reco-
mendada a coleta de sangue, pelo menos, duas horas apds a ingestdo
de alimentos [9,10].

Coleta - O sangue pode ser obtido por pun¢do venosa ou por pun-
¢do capilar. Os tubos devem conter o anticoagulante especificado pelo

fabricante (EDTA é o mais usado). Em alguns sistemas, a heparina é

aceitavel [9,10].




Estabilidade - Em geral, o sangue total é estavel por uma semana sob
refrigeracdo (2 a 8°C). O sangue total armazenado a -70°C é estavel

por pelo menos 18 meses [3,9,10].

O armazenamento a -20°C, por longos periodos de tempo, ocasiona o

aumento da HbAla+b e, portanto, ndo é recomenddvel [3,9,10].

Processamento das amostras - Instrucdes detalhadas para o pro-
cessamento da amostra devem ser fornecidas nas instrucdes de uso,
pelo fabricante do conjunto diagnéstico ou sistema analitico. A forma-
¢do da A1IC é precedida pela formacdo de base de Schiff intermediaria
chamada “pré-A1C" ou A1C Iabil. Essa base é formada rapidamente no
evento de hiperglicemia aguda e interfere com alguns ensaios, princi-
palmente aqueles baseados em carga elétrica [3,9,10]. Os laboratérios
devem sequir as instrucdes do fabricante para a remocdo dos inter-

medidrios labeis.

FASE ANALITICA

Padronizacdo da International Federation for Clinical Chemistry

(IFCC) para dosagem da hemoglobina glicada

A International Federation for Clinical Chemistry (IFCC) desenvolveu
um método de referéncia para a dosagem da A1C [16,17]. Na primeira
etapa, a hemoglobina é clivada em seus peptideos pela enzima en-
doproteinase Glu-C, e, em uma segunda etapa, os hexapeptideos N-
terminais glicados e ndo-glicados obtidos sao separados por HPLC e,
a sequir, quantificados ou por espectrometria de massas com ioniza-
¢do 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
de misturas de HbAO e HbAlc altamente purificadas. O desempenho
analitico do método foi avaliado por uma rede de laboratérios de re-

feréncia da Europa, dos Estados Unidos e do Japdo. Devido a sua alta
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especificidade, os resultados obtidos por esse método sdo menores
gue os obtidos por metodologias comerciais calibradas contra méto-

dos designados ou comparativos, como o usado no DCCT [16].

Uma equacdo entre as metodologias IFCC e NGSP foi estabelecida,

conforme descrita abaixo [16]:

NGSP = (0,915 x IFCC) + 2,15

Os resultados da hemoglobina glicada obtidos pela metodologia IFCC
sdo 1,5 a 2,0% mais baixos quando comparados aos resultados dos
métodos certificados pelo NGSP [16,171].

Até o presente momento, o NGSP ndo adotou o método do IFCC como a
referéncia para fins de rastreabilidade. Assim sendo, o NGSP mantém,

como método de referéncia, aquele rastreavel ao estudo do DCCT.

Importante frisar que, mesmo que o NGSP adote a metodologia propos-
ta pelo IFCC como padrdo ouro para a medida da hemoglobina glicada,
todos os métodos atualmente em uso, certificados pelo NGSP, continu-
am validos para uso em rotina. Nesta nova condicdo, os métodos em uso
serdo mantidos, porém devidamente harmonizados em relacdo a nova
referéncia. Concomitantemente, conforme proposta da IFCC, os méto-
dos atuais passariam a ser calibrados por meio de padrdes sintéticos

constituidos por hemoglobina glicada e ndo-glicada [18].

Método utilizado no estudo do DCCT e certificacdo NGSP

Devido ao impacto positivo que a padronizacdo interlaboratorial dos re-
sultados de hemoglobina glicada representa no cuidado aos pacientes
portadores de diabetes, o American Association for Clinical Chemistry
Standards Committee criou o GHB Standardization Subcommittee, em
abril de 1993. O subcomité definiu que o método de ensaio usado no

estudo do DCCT (HPLC) fosse adotado como método de referéncia in-

terino até o estabelecimento de um método de referéncia definitivo. O




subcomité também propds a padronizacdo dos conjuntos diagndsticos
comerciais disponiveis em relagdo ao método de referéncia do estudo
DCCT, com o uso de amostras de sangue nativas. O National Glycohe-
moglobin Standardization Program (NGSP), dos Estados Unidos, reali-
za os estudos comparativos entre diferentes metodologias comerciais
com o método de referéncia do estudo DCCT (HPLC). Os métodos cer-
tificados pelo NGSP apresentam resultados de AIC equivalentes aos

obtidos com o método aplicado no estudo DCCT [9,10,19].

Critérios para escolha do método adequado na rotina laboratorial

Existem diversas metodologias disponiveis, comercialmente, para a re-
alizacdo do teste da hemoglobina glicada na rotina laboratorial. Cabe
ao laboratério selecionar a metodologia de melhor custo/efetividade,

considerando os seqguintes aspectos:
+ Necessidade do registro do conjunto diagnéstico junto a ANVISA.

« Este Posicionamento Oficial recomenda o uso de métodos cer-
tificados pelo NGSP.

+ Se a opcdo recair por um método ndo certificado pelo NGSP,

este dever3, preferencialmente, dosar a fracao HbAlc.

« A escolha da metodologia deverd considerar a prevaléncia,
principalmente, das hemoglobinopatias e da insuficiéncia renal

na populacdo atendida pelo laboratério.
IMPORTANTE

Recomenda-se que os laboratérios clinicos utilizem os métodos
certificados pelo NGSP e rastreaveis ao estudo do DCCT. O labo-
ratorio deve participar ativa e reqularmente de um programa de
ensaio de proficiéncia especifico para a hemoglobina glicada.

No “site” do NGSP (www.ngsp.org) estdo descritas as informacdes
referentes ao processo de certificacdo e uma lista, mensalmente atu-
alizada, dos conjuntos diagndsticos comerciais certificados. Os certifi-

cados tém validade de um ano [20].
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Fundamentos metodoldgicos para dosagem de hemoglobina glicada

Os métodos atualmente disponiveis para dosagem da hemoglobina gli-

cada se baseiam em um dos seqguintes fundamentos [3,9,10,11,21]:

Na diferenca na carga i6nica:
» Cromatografia de troca i6nica (HPLC).

» Microcromatografia em minicolunas contendo resina de troca

ibnica; Eletroforese em gel de agarose.

Nas caracteristicas estruturais:

« Cromatografia de afinidade (HPLC) utilizando derivados do

4cido bordnico.

» Imunoensaio turbidimétrico.

Na reatividade quimica:

+ Método colorimétrico com formacdo do 5-hidroximetilfurfural
(5HMF).

Conjuntos diagndsticos para a dosagem de hemoglobina glicada

No quadro 3, atualizado até dezembro de 2008, estdo listados alguns
fabricantes dos conjuntos diagndésticos para a dosagem de hemoglo-
bina glicada e os respectivos métodos, sendo que varios destes estdo

disponiveis no mercado brasileiro.

Testes rapidos para automonitoracao da hemoglobina glicada

Os métodos répidos, certificados pelo NGSP, podem ser indicados, mas
no Brasil ainda sdo pouco difundidos, particularmente, em razao do

custo elevado.

Desempenho analitico

Recomenda-se que o laboratério mantenha um programa de contro-




Quadro 3: alguns

conjuntos diagnésticos Método Fabricante Parametro Certificado
para a dosagem da pelo NGSP
hemoglobina. Axis-Shield PoC As AIC Sim
Afinidade Bio-Rad Deeside Al1C Sim
(&cido bordnico) | ¢ oia Co, Ltd AlC Sim
Quotient Diagnostics Ltd A1C Sim
Doles HbAT1 total Nao
INLAB HbA1 total Nao
Cromatografia " ~
de troca idnica In Vitro HbAT1 total Na&o
Katal HbAT1 total Nao
Labtest HbAT1 total Nao*
Arkray A1C Sim
Enzimatico
Diazyme Laboratories USA A1C Sim
Sebia A1C Nao
Eletroforese =
CELM HbAT1 total Nao
A.Menarini Diagnostics A1C Sim
Al i
HPLC Arkray C Sim
Troca idnica Bio-Rad Laboratories A1C Sim
Tosoh Corporation A1C Sim
HPLC
Cromatografia Primus Diagnostics A1C Sim
de afinidade
(4cido bordnico)
Abbott (reagentes da Seradyn, Inc) A1C Sim
Arkray A1C Sim
Axis Shield AlC Sim
Bayer Health Care - A1C Now A1C Sim
Beckman Coulter A1C Sim
DiaSys Diagnostic Systems A1C Sim
Home Access Health Corporation A1C Sim
. Horiba ABX A1C Sim
Imunoensaio por
Turbidimetria Labtest A1C A1C Sim**
MEC Dynamics Corporation A1C Sim
Olympus A1C A1C Sim
Ortho-Clinical Diagnostics A1C Sim
Pointe Scientific, Inc. A1C Sim
Roche Diagnostics A1C Sim
Seradyn, Inc. A1C Sim
Siemens AIC Sim
Thermo Fisher Scientific Ou AIC Sim

Para atualizacdo dos métodos certificados pelo NGSP consultar o “site": www.ngsp.org
* Conjunto diagndstico da empresa Labtest denominado Hemoglobina Glicada Ref.17

** O conjunto diagnéstico da empresa Labtest denominado HbAlc Turbiquest - Ref. 301 traz a seguinte
informacao nas instrugdes de uso: “O método é certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP) para Pointe Scientific, Inc., com rastreabilidade ao método de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) utilizado no estudo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)"
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le interno da qualidade da dosagem de AIC e que estabeleca como
meta um coeficiente de variacdo interensaio inferior a 5%, embora
o percentual desejavel seja inferior a 3%. O laboratério deve utilizar
dois niveis de amostras controle. Recomenda-se, ainda, que o labora-
tério 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 a exatiddo e o calculo do erro total. Informacdes mais
completas sobre o PELM poderado ser obtidas no seguinte “site”: www.

pelm.com.br.
Requisitos da qualidade - coeficientes de variacdo

Os laboratérios devem atingir niveis inferiores a 5% (idealmen-
te inferiores a 3%) para o coeficiente de variacao interensaio nos
métodos de ensaio para A1C. Recomenda-se que pelo menos duas
amostras controle sejam avaliadas como uma medida do desem-
penho 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 (fracdo Iabil da hemoglobina gli-
cada ou pré-A1C) interferir com o método de ensaio, esta deve ser
removida antes do ensaio, conforme orientacao do fabricante do
conjunto diagnéstico.

Critérios para a repeticao do ensaio laboratorial

Os resultados abaixo do limite inferior da referéncia necessitam de
repeticdo para confirmacdo. Se o resultado baixo for confirmado, su-
gere-se que o laboratdrio faga contato com o médico solicitante para
obtencdo de dados adicionais do paciente acerca de suspeita de doen-

¢a hemolitica, hemorragia ou hemoglobina variante.

Os resultados acima de 15% devem ser repetidos e, se confirmados, a
hipétese da presenca de hemoglobina variante deve ser considerada.
Nestas circunstancias, o laboratério pode analisar esta amostra por
uma segunda metodologia, menos sujeita a interferéncia, ou realizar a

pesquisa de hemoglobina variante [4,9,10,11].




FASE POS-ANALITICA

Intervalo de referéncia

Para as metodologias certificadas pelo NGSP, o intervalo de refe-
réncia deve situar-se entre 4% a 6%, com variagdo inferior a 0,5%
[910,18]. 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, conforme a American Diabetes Asso-
ciation (ADA) ou 6,5% conforme a Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD). Importante ressaltar que este valor ndo é de referéncia, mas
um valor acima do qual os riscos de desenvolvimento de complicacdes
micro e macrovasculares da doenca sao significantemente elevados
[4,6,7910,11,13,22,23,24,25].

Laudo laboratorial

O laudo laboratorial deve informar o tipo de material analisado, a me-
todologia utilizada e o intervalo de referéncia.

Sugere-se acrescentar no laudo um texto que explique a importan-
cia dos pacientes portadores de diabetes em alcancar a meta de 7%
(ADA) ou 6,5% (SBD) para A1C, conforme descrito a sequir.

Texto sugerido para expressao de resultados dos testes de A1C

"0 método utilizado nesta dosagem de hemoglobina glicada é certifi-
cado pelo National Glycohemoglobin Standardization Program - USA
(NGSP). A meta a ser alcancada para o efetivo controle do diabetes
mellitus deve ser inferior a 7%, conforme a American Diabetes As-
sociation ou inferior 6,5% (sem aumentar o risco de hipoglicemia),
conforme a Sociedade Brasileira de Diabetes (em adultos)”
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6. TENDENCIAS

Em setembro de 2007, algumas das mais importantes instituicdes
mundiais ligadas ao estudo do diabetes, a American Diabetes Associa-
tion - ADA, a European Association for the Study of Diabetes - EASD,
a International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medi-
cine - IFCC e a International Diabetes Federation - IDF, publicaram um
documento de consenso acerca da padronizacdo mundial para dosa-
gem da A1C [17].

Neste documento foram aprovadas as seguintes propostas:

+ Os resultados da A1C necessitam de uma padronizagdo univer-
sal, incluindo a definicdo de um método de referéncia e de uma
maneira adequada para expressao dos resultados.

« Neste contexto, o método proposto pelo IFCC serviria como anco-
ra para padronizacdo da medida do AIC. Os métodos atualmente
disponiveis para uso no laboratério clinico continuariam validos,
porém necessitariam ser referendados pelo método do IFCC.

+ A hemoglobina glicada deveria ser expressa universalmente
na unidade preconizada pelo IFCC e pelo NGSP:

« Unidade IFCC: mmol de A1C / mol de hemoglobina (mmol/

mol).

« Unidade NGSP: Na forma percentual (%), sendo o valor

corrigido pela equagdo IFCC-NGSP.

« A partir da hemoglobina glicada dosada, deve ser calculado
um valor correspondente a glicose média estimada através de
uma equacdo matemadtica [26,27]. Este resultado de glicose mé-
dia seria incorporado no laudo do exame, visando facilitar a in-
terpretacdo clinica do resultado de A1C.

* O grupo de estudo denominado Alc-Derived Average Gluco-
se (ADAG), patrocinado pelo IDF, ADA e EASD, determinou uma
formula para o calculo da glicemia média estimada [271:

Glicose média estimada (mg/dL) = 28,7 x A1C - 46,7,




sendo a equacdo valida apenas para métodos rastreaveis ao es-
tudo do DCCT.

+ Finalmente, o laudo do exame de hemoglobina glicada seria
composto por trés resultados: A1C na unidade de concentracdo
definida pelo IFCC (mmol/mol), A1C na unidade preconizada pelo
NGSP (%) e o valor da glicose média estimada (mg/dL).

O Grupo Interdisciplinar de Padronizacdo da Hemoglobina Glicada é
favordvel as propostas do documento de consenso acerca da padro-
nizacdo mundial para dosagem da Al1C. No entanto, entende que a
aplicacdo integral das propostas aprovadas neste consenso dificulta
a consolidacdo do conceito acerca da importancia da hemoglobina
glicada entre os médicos e pacientes. Assim sendo, este Posiciona-
mento Oficial sugere aos laboratérios clinicos a manutenc¢do da uni-
dade NGSP nos resultados de hemoglobina glicada, sem a correcao
pela equagdo IFCC/NGSP. J4 a incorporagdo do valor da glicose média
estimada deve ser estimulada, visando facilitar o entendimento e a
interpretacado do resultado da A1C.
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