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RESUMO

Objetivos: Determinar quais sdo os métodos anali-
ticos de A1C usados nos laboratérios de analises clini-
cas da Serra Gaticha e quais sdo certificados pelo National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP).

Métodos: Foram coletados dados referentes ao mé-
todo de dosagem de A1C e a marca do kit usado, bem
com se o teste era realizado no préprio laboratério ou
em laboratdrios terceirizados. Os procedimentos foram
classificados segundo a certificagdo ou ndo pelo NGSP.

Resultados: Em uma amostra de 15 laboratorios,
73,3% realizavam os testes em suas dependéncias e
26,7% enviavam suas amostras para laboratérios
terceirizados. Somente 46,6 % dos laboratorios utiliza-
vam métodos certificados pelo NGSP.

Conclusdes: A maioria dos laboratérios nao utili-
za métodos certificados pela NGSP. Nesses casos, 0s
resultados ndo podem ser diretamente relacionados
com os do estudo Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT).

UNITERMOS: HEMOGLOBINA A GLICOSILADA /anélise;

TECNICAS DE LABORATORIO CLINICO/métodos; DIABETES
MELLITUS, TIPO II/ prevencao e controle; GLICEMIA.

ABSTRACT

Purposes: To determine what are the analytical
methods of A1C used in clinical analysis laboratories from
Serra Gaucha and which ones are certified by National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP).

Methods: Data related to A1C dosage method were
colected and the make of kit used, as well as if the test was
carried out in their own laboratory or in outsourced
laboratories. The proceedings were classified according to
the certification or not by NGSP.

Results: In a sample of 15 laboratories, 73,3 % carried
out the tests in their dependencies and 26,7% send
their samples to outsourced laboratories. Only 46,6% of
laboratories have used methods certified by NGSP.

Conclusions: Most laboratories don’t use methods
certified by NGSP. In those cases the results can’t be
directly related with the Diabetes Control and Compli-
cations Trial (DCCT) study.

KEY WORDS: HEMOGLOBIN A, GLYCOSYLATED/analysis;

CLINICAL LABORATORY TECHNIQUES/methods; DIABETES
MELLITUS, TYPE Il/prevention & control; BLOOD GLUCOSE.
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INTRODUCAO

O DM tipo 2 é considerado atualmente uma
pandemia®. Estima-se que 5% da populagdo
apresente diabetes e que para cada paciente dia-
bético diagnosticado haja um que nao sabe apre-
sentar a doenga, o que elevaria a prevaléncia real
para 10%®@. Um estudo multicéntrico realizado
em 1992, revelou que a prevaléncia de DM tipo 2
no Brasil é de 7,6%©).

A sua elevada prevaléncia, combinada com
as suas conseqiiéncias em termos de complica-
¢Oes cronicas, tornam o DM um sério problema
de satide publica. Este fato tem motivado diver-
sos estudos de prevengdo de DM tipo 2, a forma
mais freqiiente de DM®9, bem como de preven-
¢do de complicagdes cronicas’®). Tendo em vista
a importancia do DM, um método eficiente na
avaliagdo do controle glicémico é essencial para
o monitoramento do sucesso da terapéutica em-
pregada.

Ha mais de 25 anos a hemoglobina glicada
(A1C) tem sido empregada com este fim. A se-
paracao cromatogréfica da hemoglobina foi ini-
cialmente descrita no final da década de cinqtien-
ta®, mas foi em 1968 que Rahbar observou que
uma fracdo da hemoglobina, de mobilidade ra-
pida estava aumentada em pacientes com DM10).
Estas caracteristicas cromatograficas se devem a
glicacdo ndo-enzimatica da hemoglobina, que é
tanto maior quanto maiores forem as concentra-
¢Oes de glicose no plasma no periodo de vida da
hemacia®™. Como este periodo é de 90 a 120 dias,
a A1C tornou-se, desde entdo, um método de
avaliagao laboratorial extremamente util para
avaliar o controle glicémico a longo prazo de pa-
cientes diabéticos.

De fato, os dois maiores estudos prospecti-
vos, o Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) em DM tipo 17 e o United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) em DM
tipo 2®, que mostraram que quanto mais
efetivo for a redugdo da glicemia menor o risco
de complicacdes cronicas, utilizaram a dosa-
gem de A1C como estimativa do controle gli-
cémico.

Porém, a utilizacao da A1C apresenta, na pra-
tica clinica, alguns problemas, a saber: 1) o tem-
po de vida da hemacea é menor em mulheres e
em individuos com certos tipos de anemia, e
pode ser menor em diabéticos. Estas diferencas
devem ser levadas em conta ao interpretarmos
o resultado do exame; 2) pode haver uma va-
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riabilidade natural no processo de glicacao da
hemoglobina entre os individuos, ou seja, para
uma mesma concentracdo plasmatica de gli-
cose podem existir valores diversos de A1C1Y;
3) a concentracdo de A1C nao reflete o con-
trole glicémico de maneira linear durante um
periodo de 90 dias. Assim, a glicose sangtiinea
nos ultimos 30 dias antes da dosagem de
Hemoglobina glicada contribui com cerca de 50%
para a AlC, enquanto que as concentracOes
plasmaéticas de glicose no segundo e terceiro
meses contribuem com 25% cada®?. Isto explica
porque os niveis de Hemoglobina glicada podem
aumentar ou diminuir relativamente rapido
quando ocorrem grandes mudangas na glicemia,
nao sendo necessdrio esperar 120 dias para
detectar uma mudanca significativa; 4) os mé-
todos analiticos de A1C diferem entre os labo-
ratorios.

Este altimo problema é de particular impor-
tancia pois os estudos DCCT e UKPDS, os quais
mostraram que o risco de desenvolver complica-
¢Oes cronicas eleva-se drasticamente quando a
A1C ultrapassam 7%, utilizaram o método da
Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC da sigla em inglés High Performance Liquid
Chromatography), cujos valores de referéncia
situam-se entre 4 e 6%. Diversas organizacoes
e consensos de especialistas tém feito recomen-
dacdes para o controle do diabetes com base
nestes resultados. Acontece que a A1C pode ser
medida por mais de 20 procedimentos diferen-
tes, os quais fornecem valores de referéncia
diversos.

Neste sentido a American Diabetes Association
(Associacao Americana de Diabetes - ADA) e
a American Association for Clinical Chemistry
(Associacdo Americana de Quimica Clinica -
AACC) langcaram, em 1996, o “National
Glycohemoglobin Standardization Program”
(Programa de Padronizacdo Nacional da
Glicohemoglobina - NGSP). Este programa
comegou a comparar e certificar os diferentes
métodos utilizados para dosar a A1C, com o
objetivo de relacionar os diferentes valores obti-
dos com os fornecidos pelo método usado no
DCCT®),

Alguns grupos trabalham no Brasil para a
conscientizagdo da importancia da interpretagao
correta dos resultados de A1C mas nada tem sido
feito para padronizar os métodos de andlise. A
sociedade Brasileira de Patologia Clinica, recen-
temente, introduziu o analito GHb no Programa
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Externo de Qualidade (PELM), os resultados
da primeira avaliacdo ainda nado foram dispo-
nibilizados(41%.

Neste sentido, entendemos que é importante
conhecermos os métodos utilizados nos labora-
torios de nossa regido. Esta informagao é de inte-
resse tanto para dos profissionais da area de sat-
de que tratam de individuos diabéticos quanto
para os proprios pacientes. Por isso, realizamos
um estudo cujo objetivo é determinar quais os
métodos analiticos de determinac¢do de A1C na
regido da serra gaticha e quais sdo certificados
pelo NGSP.

MATERIAIS E METODOS

A lista de laboratérios dos quais a amostra foi
retirada foi obtida através da lista telefonica da
regido nordeste do estado. Todos os laboratérios
desta lista foram contatados por telefone e pos-
teriormente visitados a fim de receberem um con-
vite formal para participarem do estudo no més
de Novembro de 2004.

A carta explicava a natureza do estudo,
esclarecendo que os dados coletados seriam uti-
lizados exclusivamente para fins de pesquisa,
assim como o comprometimento dos pesquisa-
dores em nao divulgar os nomes dos laboratoé-
rios participantes.

Os laboratérios que possuiam filiais em diver-
sas cidades foram incluidos apenas uma vez.
Durante a visita, foram coletados dados referen-
tes ao método de dosagem de A1C e a marca do
kit usado, através de entrevista com o bioquimico
responsavel pelo laboratério e/ou através da
analise das especificacdes do método fornecidas
com o kit. Além disso, analisamos se o laboraté-
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rio realizava o exame nas suas dependéncias ou
enviava a amostra para ser processada em labo-
ratorio terceirizado.

Os procedimentos foram classificados segun-
do a certificagao ou ndo pelo NGSP. Os dados
foram apresentados em percentual.

RESULTADOS

Dentre os laboratdrios cujos telefones consta-
vam na lista telefonica somente 20 puderam ser
contatados. Diversas razdes explicam a nao in-
clusdao de todos os laboratérios, sendo a princi-
pal que o telefone que constava na lista nao
correspondia ao do laboratério. Entre os labora-
torios contatados, 5 (25%) nao concordaram em
participar do estudo, reduzindo a amostra com
a qual trabalhamos para 15 laboratoérios, distri-
buidos entre as cidades de Caxias do Sul, Bento
Gongalves, Farroupilha, Garibaldi, Canela e
Gramado.

Dentre os laboratérios participantes 73,3%
realizam os testes em suas dependéncias e 26,7 %
enviam os exames para serem realizados em la-
boratérios terceirizados.

Os métodos de dosagem de hemoglobina
glicada utilizados pelos laboratérios participan-
tes constam na Tabela 1. Podemos observar que
somente 7 (46,6%) deles utilizam métodos certi-
ficados pelo NSGP.

O método mais freqiientemente utilizado nos
laboratérios de Anélises Clinicas na Serra Gat-
cha é de Minicoluna por troca idnica, o qual nao
é certificado pelo NGSP, enquanto que o mais
frequientemente utilizado pelos laboratérios
terceirizados é HPLC, o qual é certificado pelo
NGSP.

TABELA 1 - Métodos de Dosagem de Hemoglobina Glicada realizados pelos laboratérios da

Serra Gatcha.

N (%) Local de Realizaciao Método Marca Principio Certificacado NGSP
4 (26,6) Proprio Minicoluna Labtest Troca I6nica Nao
2 (13,3) Proprio Minicoluna katal Troca I6nica Nio
1(6,7) Préprio Minicoluna Inlab Troca I6nica Nao
1(6,7) Proprio Eletroforese Celm gel Troca I6nica Nio
3 (20) Proprio Imuno turbodimetria Roche Imunolégico Sim
4 (26,6) Terceirizado HPLC* Bio-Rad Troca I6nica Sim

* High Performance Liquid Chromatography.
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DISCUSSAO

Nosso estudo avaliou o método de dosagem
de A1C utilizado em uma amostra de laborato-
rios da Serra Gaticha. Nossos resultados mostram
que a maioria dos laboratérios nao utiliza méto-
dos certificados pelo NGSP. Esta certificagdo im-
plica, tdo somente que os resultados fornecidos
pelo procedimento podem ser diretamente com-
parados com aqueles obtidos pelo método usa-
do no estudo DCCT.

Outros métodos de dosagem de A1C podem
ser tdo precisos e exatos quanto a HPLC, mas
seus resultados necessitam ser transformados
através de uma férmula para que a comparagao
com métodos certificados pelo NGSP possa ser
realizada®. Por exemplo a andlise espectro-
grafica de massa, o método preconizado pela
Federacdo Internacional de Quimicos Clinicos
(International Federation of Clinical Chemists -
IFCC) mostra-se preciso e com baixa variabilida-
de interlaboratoérios, mas os valores de referén-
cia sao diferentes daqueles fornecidos pelo
HPLCO7,

Esta comparacdo é importante pois os estu-
dos DCCT e UKPDS, demonstraram que quanto
menor o valor da A1C, menor a chance de de-
senvolver complicagdes cronicas do diabetes”®.
Baseado nestes e em outros estudos, os consen-
sos divulgados pela maioria das entidades cien-
tificas mundiais, incluindo a ADA, recomendam
que se mantenha a A1C do paciente diabético
abaixo de 7%18).

Os métodos de minicolunas de troca idnica e
eletroforese sdo baseados na diferenca de carga
elétrica entre as fracbes. Esses métodos tém como
principio a ligagdo da glicose, ou de outro agu-
car, ao grupo amino terminal da cadeia a alte-
rando a carga total da hemoglobina, fazendo com
que a fragdo glicada migre mais rdpido em um
campo elétrico, permitindo que as fragdes se
separem(1619),

O método de minicolunas de troca idénica, por
ser barato, facil acesso e rapido de ser realizado,
comegou a ser utilizado com grande freqiiéncia
pelos laboratérios de anélises clinicas a partir da
década de 80. Nosso estudo corrobora estes da-
dos, ja que mostrou que 46,6% dos laboratérios
participantes realizam o exame da hemoglobina
glicada por meio deste método. Interferentes no
resultado desse teste pode ocorrer com a presen-
¢a de Hemoglobinas F, S e C. A presenca de
Hemoglobina F provoca um resultado falsamen-
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te elevado; Hemoglobinas S e C causam resul-
tados falsamente diminuidos. Além disso, as
minicolunas sdo dependentes do pH e tempera-
tura(619).

O procedimento de eletroforese, diferente das
minicolunas de troca iénica, ndo sofre influéncia
da Hb F, mas o pH deve ser sempre medido an-
tes do teste, pois variagdes induzem a resultados
alterados. Nos laboratérios da Serra Gaticha ape-
nas 6,7% (equivalente a um laboratério) utiliza
essa técnical619).

Outro principio utilizado nos laboratérios cli-
nicos é o teste imunoldégico, um procedimento
certificado pelo NGSP. Esse método é especi-
fico para a fragdo HbA1C e usa anticorpos
direcionados ao N-terminal glicado da hemo-
globina (seqiiéncia que varia de 3 a 8 amino-
acidos). Esse teste ndo apresenta reagdes cruza-
das com outras fra¢des da hemoglobina®. Trés
(20%) dos laboratérios da Serra Gatcha realizam
os exames de hemoglobina glicada através desse
método.

A preferéncia da HPLC como método anali-
tico de dosagem da A1C baseia-se no fato de que
este método foi utilizado em estudos de grande
porte como o DCCT® e o UKPDS®. Os referidos
trabalhos mostram claramente a necessidade da
qualidade nas quantificagdes da hemoglobina
A, ¢ pois pequenas diferencas em sua concentra-
¢do podem facilmente mudar a interpretacao
do controle metabdlico dos pacientes.

As justificativas para esta preferéncia sdo o
fato de que o método utiliza uma técnica de tro-
ca idnica muito sensivel, reprodutivel e analisa
uma populacdo especifica e majoritaria de He-
moglobina glicada, a hemoglobina A,.. O HPLC
utiliza fragmentos moleculares eletricamente car-
regados e substancias adsorventes que trocam
ions com o material a ser analisado®. Pode-se
observar que apenas os laboratorios da regiao da
Serra Gautcha que enviam seus exames para
outros centros clinicos de apoio utilizam esse
método (n =4; 26,7%).

A quantificagdo por HPLC é um método com
custo muito alto por isso é mais utilizado em la-
boratérios com estrutura para realizar um niime-
ro muito grande de exames. Os laboratorios da
regido sao considerados de pequeno e médio por-
te, assim ndo teriam uma demanda de exame
suficiente para empregar essa metodologia com
um preco adequado para o paciente.

A busca por laboratérios de apoio tem sido
uma boa alternativa. Esses laboratérios possuem
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um ndmero muito grande de exames e podem
investir em uma melhor tecnologia, alcancado
um resultado mais exato e preciso, favorecendo
assim o clinico e o paciente.

Com esse estudo pudemos concluir que os
resultados emitidos pela maioria dos laboratérios
da Serra Gatcha ndo podem ser comparados
diretamente com aqueles fornecidos pelo HPLC,
o qual é o método de referéncia atualmente. Es-
peramos que, em um futuro préximo, a maioria
dos laboratérios de nossa regido adaptem suas
metodologias de analise de hemoglobina glicada
a fim de que os profissionais de satide que tra-
tam de pacientes diabéticos possam confiar nos
resultados que recebem, e assim oferecer uma
melhor qualidade de atendimento.
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