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Introduccion

La Hemoglobina Al es la hemoglobina modificada por la adicion de glucosa en el residuo N-
terminal de las cadenas de globinas a y/o B de la hemoglobina A. Esta reaccién es lenta y no
enzimatica. La Hb A; esta formada por tres componentes: Hb A;,, Hb A, y Hb A, siendo esta
ultima el principal componente (aproximadamente el 80 % de la Hb A;). La HbA;. es una fraccidn
definida como hemoglobina irreversiblemente glicada en uno o ambos extremos N-terminal-valina
de las cadenas B.

Los dos pasos principales en la formacién de HbA,. son:
a) Formacidn de base de Schiff entre la Hb y la glucosa (enlace aldimina). Es un proceso
reversible, esta forma se conoce como HbA; Idbil o pre-HbA;.. No tiene utilidad diagndstica.
b) Reordenamiento molecular de Amadori para constituir una forma estable (enlace
cetoamina). Esta forma estable es la HbA,..

La concentracién de HbA;. es directamente proporcional a la concentracién media de glucosa
durante un periodo de tiempo de 60-120 dias, equivalente a la vida media de los eritrocitos,
proporcionando una informacion objetiva y fiable acerca del control de la glucosa a largo plazo en
pacientes diabéticos.

Estudios prospectivos como el DCCT o el UKPDS han establecido objetivos especificos de HbA,. que
reducen sustancialmente las complicaciones a largo plazo (1-2). La monitorizacion seriada de
HbA1. a lo largo del tiempo permite ajustar el tratamiento de acuerdo a los cambios en el control
de la diabetes.

Metodologia

La mayoria de los métodos empleados en el laboratorio clinico para la determinacion de HbA;,
pueden clasificarse en uno de estos dos grupos segun en el principio del ensayo:

a) Meétodos basados en las diferencias de carga entre componentes glicados y no glicados de Hb
(cromatografia liquida de intercambio catidnico y electroforesis).

b) Meétodos basados en las diferencias estructurales entre componentes glicados y no glicados de
Hb (cromatografia de afinidad con columnas de boronato e inmunoensayo).



En la actualidad la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de intercambio catidnico es

considerada el método de referencia en los laboratorios clinicos. La técnica se basa en la
separacion de las especies de Hb segln las diferencias de carga. Las especies de Hb eluyen de las
microcolumnas de intercambio catidnico a diferentes tiempos mediante la aplicacion de buffers
que incrementan la fuerza idnica. La concentracidon de cada fraccidn eluida es medida por un

espectrofotdmetro cuantificando el drea bajo cada pico.

La imprecisidon, como un componente clave del analisis de HbA,, ha ido cobrando importancia en
la comunidad médica y cientifica mundial ya que si la imprecision del método empleado es
demasiado grande podria enmascarar un cambio clinicamente significativo en el control de la
diabetes. Existe consenso internacional en que el objetivo deseado de precisidn para el analisis de
HbA,. sea un CV intralaboratorio < 3% e interlaboratorio < 5% (el CV intraindividual es <2 %).

Es recomendable que el método empleado sea trazable a la referencia del DCCT. La referencia del
DCCT es un analizador HPLC de intercambio catidnico. Recientemente la IFCC ha propuesto para la
estandarizacién de la HbA;. un método de referencia basado en la espectrometria de masas o la
electroforesis capilar.

Consideraciones preanaliticas

El sexo, la raza, la dieta o la estacién del afio no influyen significativamente sobre los resultados de
HbA;. (3). Los efectos de la edad sobre la HbA;. son controvertidos ya que algunos estudios
antiguos muestran un incremento de aproximadamente un 0.1% por década a partir de los 30
anos en personas sanas. Sin embargo, otros estudios mas recientes con seleccion de controles
sanos mediante OGTT-N han demostrado que la edad no afecta a los niveles de HbA,. (4).

Cualquier condicidn clinica que acorte la supervivencia de los eritrocitos o disminuya su vida media
(hemorragia aguda, anemia hemolitica, anemia ferropénica, transfusién sanguinea) puede dar
resultados falsamente mas bajos de HbA;.. Pueden falsear los resultados en algunos métodos la
ingestidon de diversos farmacos y drogas (salicilatos, opioides), vitaminas (C y E) asi como algunas
situaciones clinicas (alcoholismo crénico, hiperuremia, hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia).

Pueden interferir en el ensayo la presencia de algunas hemoglobinopatias (Hb S, Hb C, Graz, etc.) o
hemoglobinas quimicamente modificadas (Hb-carbamilada, Hb-acetilada); dependiendo del tipo
de Hb y del ensayo pueden incrementar o disminuir falsamente los resultados.

La muestra puede obtenerse de sangre venosa o de sangre capilar. El anticoagulante
recomendado es EDTA. La estabilidad de la muestra de sangre total es especifica para el ensayo
gue se emplee, pero en general es estable hasta 1 semana a 4°C.



Consideraciones analiticas

Es aconsejable que cada laboratorio clinico determine su propio intervalo de referencia de
acuerdo a las guias CLSI/NCCLS (NCCLS Document C28A). Para métodos NGSP-certificados, los
intervalos de referencia no deberian desviarse significativamente (> 0.5 %) del rango 4-6 %.

Es recomendable repetir el analisis si el resultado esta por debajo del limite inferior de referencia
o es superior al 15%. Si se confirma el resultado por debajo del limite de referencia habrd que
descartar la presencia de una hemoglobina anormal o de destruccién eritrocitaria. En caso de que
se confirme un resultado superior al 15 % habria que considerar la posibilidad de una variante de
hemoglobina.

Como minimo han de analizarse dos materiales de control de diferente nivel medio (alto y bajo) al
principio y al final de cada ensayo. Es recomendable que el laboratorio utilice no sélo los controles
comerciales sino también controles de fabricacion propia para optimizar la calidad del analisis.

Interpretacion

Para interpretar adecuadamente los resultados de HbA;. es necesario conocer la relacién entre los
valores de la HbA;. y la glucosa media plasmatica, la cinética de la HbA;. y las limitaciones e
interferencias del ensayo empleado. Pequefnios cambios (< + 0.5 %) en el tiempo podrian reflejar la
variabilidad del ensayo mas que un verdadero cambio del estado glicémico.

Efecto de las variantes de hemoglobina en la determinacion de Hb Alc

Han sido identificadas alrededor de 900 variantes de hemoglobina (5). La mayoria estan causadas
por mutaciones puntuales en las cadenas a, B, y o 6 de la Hb. Algunas etnias presentan una
prevalencia superior de hemoglobinopatias (asidticos y africanos sub-saharianos). La prevalencia
de hemoglobinopatias en Europa estd aumentando debido a una poblacion cada vez mas
multirracial (= 1.7 %). Las mas frecuentes en este orden son: heterocigoto AS, AC, AD, AE y
homocigoto SS (6).

Clasicamente, los métodos cromatograficos de afinidad con columnas de boronato presentan
menos interferencias por las variantes de Hb que los basados en las diferencias de cargas, pero no
presentan la capacidad de detectarlas. Los métodos inmunoquimicos tampoco son capaces de
detectar su presencia.

Los analizadores HPLC de intercambio catidnico en cambio presentan la ventaja de poder detectar
variantes o hemoglobinas inusuales que corresponden a picos separados en el cromatograma. La
inspeccion manual del cromatograma puede alertar de la presencia de una variante de Hb, por
esto es recomendable la visualizacion cuidadosa de cada cromatograma en el laboratorio clinico.
Ademads estos analizadores poseen la ventaja de poseer programas de tiempo de elucion corto (= 2
minutos) para la medicién de Hb Alc, lo cual es una ventaja dado el volumen de muestras de
pacientes diabéticos, y de programas de tiempo de elucion largo (= 7 minutos) para el analisis
completo de deteccidn de variantes de hemoglobina, en caso de sospecha de hemoglobinopatia
tras la visualizacion del cromatograma.
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La hemoglobina fetal (Hb F) puede estar elevada en el adulto (> 1 %) en la persistencia hereditaria
de Hb F (hasta un 30%) y en las B-talasemias (2-20 %). Los analizadores HPLC detectan su presencia
pero puede interferir en la medicion de HbA;. dependiendo del analizador y del porcentaje de Hb F
presente (6). En Las B-talasemias también puede aparecer incremento de la subespecie HbA, que
puede interferir en algunos analizadores en la medicion de HbA,..

Por todo esto, a la hora de seleccionar un analizador HbA,. para el laboratorio clinico habria que
considerar la prevalencia de hemoglobinopatias en la poblacidn estudiada.

é¢Puede informarse el resultado de HbA;. ante la presencia de hemoglobinopatia?

Estudios realizados en pacientes no diabéticos con variantes de hemoglobina (especialmente Cy S)
mostraron que los valores de HbA,. de estos sujetos suelen estar fuera de los intervalos de
referencia en algunos analizadores HPLC comercializados (7-8).

Existe muy poca informacién sobre si la tasa de glicacién de la Hb esta afectada en presencia de
una hemoglobinopatia. Diversos grupos de expertos afirman que no es recomendable informar los
valores de HbA;. en sujetos diabéticos con variantes de hemoglobinas (9). Algunas alternativas
propuestas a la HbA;. en estos sujetos para monitorizar el control glicémico son la determinacion
de fructosamina o de albimina glicada séricas, teniendo en cuenta las limitaciones que éstas
presentan (menor vida media que HbA,. y no hay estudios que demuestren su correlacidn con el
desarrollo de complicaciones a largo plazo). En el futuro, quizas pueda plantearse en estos sujetos
la determinacién de HbA;. mediante espectrometria de masas (libre de interferencia para la
mayoria de las variantes de Hb y con capacidad para caracterizar dichas variantes).

Efecto de las hemoglobinas quimicamente modificadas en la determinacion de HbA;,

Las hemoglobinas quimicamente modificadas (también conocidas como derivados de Hb) que
aparecen con mayor frecuencia son la Hb-carbamilada y la Hb-acetilada.

La Hb-carbamilada es la mas prevalente, es una forma estable que aparece en pacientes
hiperurémicos debido a la reaccién quimica entre el acido isocianico producido en la disociaciéon
espontanea in vivo de la urea y el extremo N-terminal valina de la cadena B de la Hb. Su
concentracién es proporcional a la concentracion de urea del paciente (10), pudiendo alcanzar
hasta el 3% de la concentracion total de Hb. Su punto isoléctrico es similar al de la HbA1. por lo que
puede interferir en los analizadores HPLC que no la detectan incrementando falsamente los
niveles de HbA;. sobre todo cuando su concentracion es superior al 2% (11).

Altas concentraciones de Hb-acetilada aparecen en mutaciones raras del extremo N-terminal de la
cadena B favoreciendo la formacién de acetil-Hb in vivo. También han sido descritos porcentajes
relativamente altos en mujeres embarazadas no diabéticas (1.9 %), en sujetos alcohdlicos (2.7 %) y
tras la ingestion de 4acido acetilsalicilico (10). Puede interferir en los analizadores HPLC,
especialmente si su concentracién es superior al 2.5 % (6).
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éPuede usarse la Hb Alc para el control glicémico en el paciente con insuficiencia renal crénica?

A pesar de la posible interferencia con la Hb-carbamilada, los resultados de la HbA;. son validos
para la mayoria de los pacientes diabéticos con IRC si es utilizada la metodologia adecuada (12).

Sin embargo, se ha descrito que en los pacientes diabéticos con hemodialisis regular, el efecto de
la anemia y del tratamiento con eritropoyetina (aumento de eritrocidos jévenes) pueden
infraestimar los resultados de HbA,. (13). En este estudio se incluyd a 538 pacientes diabéticos en
hemodidlisis regular: los niveles de HbA;. eran significativamente bajos para los niveles de glucosa
plasmaticos que presentaban los pacientes.

La albumina glicada como alternativa en el paciente con insuficiencia renal crénica

La albumina glicada sérica (AG) ha demostrado ser una buena alternativa en el paciente diabético
con IRC en hemodialisis regular para monitorizar el control glicémico ya que no se ve afectada ni
por la anemia ni por el tratamiento con eritropoyetina (13). Ademas su concentracion correlaciona
positivamente con el grado de severidad de la insuficiencia renal (14).

Puede determinarse en el laboratorio clinico mediante un método enzimatico automatizable (15).
El resultado de AG se expresa en porcentaje respecto a la albumina sérica total, de modo que no
afecte la concentracion de albdimina sérica. El limite superior de referencia descrito estd
aproximadamente entre el 15.1y el 17 % (14-15).

HbA,. - Point of Care Testing (POCT)

Mediante un analizador POCT de HbA;. en la consulta médica es posible disponer de los resultados
de forma inmediata, permitiendo si es necesario, cambiar la conducta del médico o del paciente
para mejorar el control de la glucosa.

Aunque no han sido especificamente publicados los objetivos deseados de precisidon para POCT-
HbA1. es generalmente aceptado que deberian ser cercanos o equivalentes a los empleados en los
laboratorios clinicos. Los equipos POCT de HbA;. han mostrado buena precisién y correlacién con
los analizadores HPLC (16-17). El CV inter ensayo de estos equipos oscila entre el 2.1y el 4.5 % (16-
20). La metodologia que emplean suele ser inmunoquimica para HbA,.y espectrofotometria para
Hb total (calculdndose el ratio como porcentaje de HbA;.) o cromatografia. La realizacion de la
prueba requiere una pequefia muestra de sangre total capilar o venosa (1-10 pl).

Impacto del POCT-HbA;. en la practica clinica

En 1999 Cagliero et al. publican el primer estudio controlado randomizado para demostrar que la
determinacion de POCT-HbA,. mejora el control glicémico del paciente (16). Fue llevado a cabo en
201 pacientes con diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2 insulinodependiente. A los 6 meses y a los 12
meses de seguimiento, el nivel de HbA,. (determinado por HPLC) se habia reducido
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significativamente en el grupo POCT-HbA,. pero no en el grupo control. La introduccién de esta
metodologia fue recibida positivamente tanto por los clinicos como por los pacientes. Se produjo
una reduccién de costes asociada a un descenso de la HbA;. del 0.5% (estos costes estan
establecidos por el DCCT (21)).

En 2003 se publican los resultados del primer estudio multicéntrico de evaluacion de implantacion
de equipos POCT-HbA,. en 45 comunidades aborigenes de Australia tras tres afios y medio en
funcionamiento (18). Estas comunidades tienen una alta prevalencia de diabetes tipo 2 (10-30%) y
limitaciones geograficas de accesibilidad a los laboratorios hospitalarios del pais. Establecieron un
programa de aseguramiento de la calidad llamado QAAMS basado en la educacién continuada y
entrenamiento a los operadores de los equipos POCT asi como el control externo de calidad de los
equipos y el soporte externo. El porcentaje de participacion en el control de calidad externo fue
del 88% (3100 muestras analizadas de 3524 posibles) y el porcentaje de resultados aceptables del
84% (fijaron los limites en + 0.5 en HbA;. < 10% y + 5% en HbA,. 2 10%). Concluyen que una buena
educacién, entrenamiento y soporte externo a los operadores pueden conseguir una precisién
aceptable de los equipos POCT (su CV medio fue del 4%). En el aifio 2006 este mismo autor publica
una reduccioén significativa de la HbA;. en un subgrupo de 74 pacientes tras un afio de seguimiento
(22). El nivel de aceptacién de la implantacidon del POCT-HbA;. fue muy elevado para médicos,
pacientes y operadores.

Miller et al. realizaron un ensayo prospectivo controlado en el que participaron 597 pacientes
diabéticos tipo 2, la mayoria de los cuales eran mujeres afroamericanas. Los niveles medios de
HbA1. a los cuatro meses de seguimiento descendieron significativamente en el grupo con HbA;,
inmediata y no en el grupo control. Ademas, la disponibilidad de la HbA;. inmediata se relacioné
con una mayor frecuencia de intervencidn terapéutica (intensificacion de la terapia) en pacientes
no controlados adecuadamente (19). Por tanto, concluyen que el POCT-HbA, es una alternativa
que proporciona informacién de forma rapida para ayudar a la toma de decisiones clinicas.

Otras ventajas del POCT-HbA .

Ademads del impacto en el control glicémico del paciente el POCT-HbA,. presenta otras ventajas
compartidas por diversos autores (16,18,19,22-25):

e Portabilidad del analizador

®  Facil manejo del equipo

e Rapidez del andlisis

e Pequefia muestra (util en pediatria)

* Alto nivel de aceptacidn, tanto por los médicos como por los pacientes.
e Oportunidad para la educacidn proactiva al paciente.

® Mejora la comunicacién médico-paciente.

® Incrementa la adherencia del paciente.



POCT-HbA,.: ¢Es comparable la HbA;.-capilar con la HbAlc-venosa?

No se han encontrado diferencias clinicamente significativas entre los niveles de HbA,. venosa y
capilar (26), por lo que tedricamente pueden utilizarse indistintamente ambos especimenes en la
monitorizacion de la HbA,..

La HbA;. como marcador poblacional de calidad asistencial

La determinacién de HbA,. es cada vez mds empleada en los programas de aseguramiento de la
calidad para evaluar la calidad de la atencién médica a los pacientes diabéticos.

En estos programas de calidad es habitual que los médicos documenten la frecuencia con la que
miden la HbA;. a sus pacientes y la proporcién de pacientes con valores de HbA;,
inferiores/superiores a un objetivo especifico (27-28).

Sin embargo, son escasos los estudios publicados acerca del valor de la HbA;. como marcador
poblacional de calidad asistencial. En el afio 2006 Fox et al. han publicado en una serie de 10.663
pacientes britanicos con diabetes tipo 2 el porcentaje que se encontraba por encima y por debajo
del objetivo de HbA;. a lo largo de cinco afios (29). Encontraron que cerca del 80 % presentaban un
control glicémico inadecuado (HbA;. > 7 %) concluyendo que el tratamiento actual no parece ser
suficiente para lograr el control adecuado.

Conclusiones

e |la medicién de HbA,. sigue siendo actualmente el mejor marcador disponible para
monitorizar el control glicémico a largo plazo.

* |a metodologia empleada en el laboratorio clinico ha de responder a la demanda clinica
cada vez mas exigente para la correcta monitorizacidn de la diabetes (nivel de imprecisidén
bajo, deteccidn de interferentes y hemoglobinopatias).

® Laimplantacion de la HbA,. inmediata en la consulta médica representa un gran impacto
clinico en el control glicémico del paciente. El avance tecnoldgico ha permitido que
actualmente los POCT presenten actualmente suficiente fiabilidad, aunque es necesario
que los laboratorios clinicos evalten la imprecisidn de dichos equipos.

e E|l acceso a las bases de datos del laboratorio clinico permite realizar estudios
retrospectivos sobre la proporcion de pacientes que cumplen los objetivos especificos de
HbA,. a fin de comparar nuestra calidad asistencial con la de otros grupos.
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