La HbA1c en el diagnostico
y en el manejo de la diabetes
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Resumen: La humanidad enfrenta una epidemia de diabetes que avanza incontenible.
De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, la poblacién mundial de diabéticos
ha pasado de 30 millones en 1985 a 220 millones en 2009 y se espera que para el 2030
esta cifra llegue 336 millones. La diabetes se define como un estado hiperglucémico
que con el correr de los anos se manifiesta por dafo a multiples érganos, siendo la
primera causa de ceguera, de falla renal y de amputaciones en los adultos, y una de las
principales causas de enfermedad cardiaca y de trombosis. Desde que se descubrié
la hemoglobina A1C (HbA1c), ésta ha sido el indicador mas fiel para monitorear los
pacientes diabéticos y gracias a la estandarizacién alcanzada en la prueba en los Ultimos
anos, la American Diabetes Association (ADA) la incorporé recientemente como el primer
criterio de diagnéstico de diabetes en individuos asintomaticos o con sospecha clinica
de esta enfermedad. La ADA ha definido tres puntos de corte para la HbA1c: < 5,6%,
nivel no diabético; entre 5,7% y 6,4%, nivel prediabético; y, = 6,5%, compatible con el
diagndstico de diabetes. Igualmente, la ADA mantiene como la meta en el tratamiento
del paciente diabético un nivel de HbA1c < 7%. Ademas de la definicién de los puntos
de corte, enfatiza en la necesidad de que las pruebas se hagan en un laboratorio clinico
que utilice instrumentos y reactivos certificados por el NGSP (National Glycohemoglobin
Standardization Program) y estandarizados de acuerdo con las especificaciones del
DCCT (Diabetes Control and Complications Trial). En el médulo se analizan los aspectos
clinicos y epidemiolégicos de la diabetes mellitus y los aspectos histéricos de la prueba,
las bases de la glicacion como un fendmeno bioquimico no-enzimatico, los métodos
disponibles para medir la HbA1c y los factores preanaliticos, analiticos y posanaliticos
que podrian afectar la prueba, que tanto el médico como el laboratorio clinico deben
conocer al momento de solicitar o de hacer la prueba, respectivamente.

Palabras clave: diabetes, hemoglobina glicada, HbA1c, diagnéstico y manejo de la
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asta el ano 2009, cuando el Comité Internacional de Expertos, conformado por re-

presentantes de la American Diabetes Association (ADA), la European Association for

the Study of Diabetes (EASD) y la International Diabetes Federation (IDF), aprob¢ la
hemoglobina A1C (HbA1c) como criterio de diagnéstico de diabetes [1] e inmediatamente
después, la ADA, uno de los 6rganos mads representativos a nivel mundial en la diabetolo-
gfa, en la revisién de los “Estandares de Cuidado Médico en Diabetes”, correspondiente al
afio 2010, al incorporarla por primera vez como criterio de diagndstico de la diabetes [2];
anteriormente, desde el consenso de 1997, el diagnéstico de esta enfermedad se funda-
mentaba en el valor de la glucemia en ayunas (mayor de 126 mg/dL, en dos ocasiones) o
en la prueba de tolerancia a la glucosa, tras la ingesta de 75 gramos de glucosa, (mayor de
200 mg/dL, en dos ocasiones), o en el caso de presentar un valor superior a 200 mg/dL, en
cualquier momento del dfa, y sintomas compatibles de diabetes (como poliuria, polidipsia
o pérdida de peso), criterios que se habian consensuado con base en los resultados de
estudios epidemiolégicos, en los que se habfa observado un incremento en el desarrollo
de retinopatfa a largo plazo, como una de las primeras manifestaciones relacionadas con la
enfermedad [3-6].

A este uso, se le adiciona ahora una nueva indicacién, la HbATc a partir del momento en
que la prueba fue mejorando el desempeno analitico y se difundié su conocimiento [7-10],
rapidamente se convirtié en el “estdndar de oro” para evaluar la respuesta al tratamiento
instalado [11-12] y asf lo ha ratificado en los Gltimos afios la ADA [2, 13-17] y los demés orga-
nismos internacionales relacionados con el manejo de la diabetes, como la Canadian Diabetes
Association. [18-19], la American Diabetes Association y el American College of Obstetricians
[20], la National Kidney Foundation [21], el US Preventive Services Task Force (USPSTF) [22],
la European Society of Cardiology [23] y la Asociacién Latinoamericana de Diabetes (ALAD)
[24], en nuestro medio, sélo para enunciar algunos ejemplos.

El objetivo de este médulo es revisar el uso de la HbATc en el contexto del diagnéstico y
del manejo de la diabetes. Para lograr el objetivo se analizaran cuatro aspectos: (1) la epide-
mia de la diabetes (2) ¢qué es la HbA1c?, (3) aspectos técnicos relacionados con la medicién
de la HbA1c, y (4) indicaciones de la HbATc en la practica médica. El médulo se ha disefado
pensando en el médico que debe diagnosticar y tratar la diabetes lo mas temprano posible,
de tal manera que logre reducir las complicaciones de ella, y al personal del laboratorio clini-
co, en particular al bacteriélogo, que debe proveer al médico estudios con resultados exactos,
precisos y sobre todo, de utilidad clinica, que permitan diagnosticar e intervenir adecuada y
oportunamente al paciente con diabetes.

La epidemia de la diabetes

La diabetes es la primera causa de ceguera, de falla renal y de amputaciones en los adul-
tos, y una de las principales causas de enfermedad cardiaca y de trombosis. La diabetes se
ha convertido en un problema importante para la salud piblica, debido a la epidemia en los
adultos y a la aparicién de la diabetes tipo 2 en los nifios, relacionada con la obesidad y el
estilo de vida sedentario de la poblacién. Cuatro de cada cinco personas con diabetes viven
en paises en via de desarrollo, afectando por igual a hombres y a mujeres, cada vez mas
jovenes. La diabetes tipo 2 es responsable de cerca del 95% de todos los casos de diabetes
y de casi el 100% de los casos no diagnosticados de diabetes [25]. La prediabetes es una con-
dicién asintomatica en la cual se presentan niveles altos de glucemia, con valores superiores
a los normales, pero inferiores a los establecidos para su diagnéstico [26-27]. Para una mejor
comprension del médulo, en la figura 1 se esquematiza la historia natural de la diabetes tipo
2 [28].
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Figura 1. Historia natural de la diabetes tipo 2. El estado prediabético de la intolerancia a la glucosa se caracteriza por
un aumento paulatino de la resistencia a la insulina, por una hiperinsulinemia compensatoria y por una hiperglucemia
posprandial leve. Inicialmente, los niveles de glucemia en ayunas se mantienen dentro de los rangos normales; sin
embargo, estos niveles comienzan a aumentar a medida que se va disminuyendo la secrecién de la insulina y su accién
sobre la glucosa, al mismo tiempo que aumenta la produccién de glucosa por parte del higado. Tomado y modificado
de Ramlo-Halsted BA, Edelman SV. The natural history of type 2 diabetes. Implications for clinical practice. Prim Care
1999; 26: 771-789 [28].

Definicion y clasificacion de la diabetes

La diabetes se define como un grupo de enfermedades metabélicas caracterizadas por
hiperglucemia, que se presenta como consecuencia de defectos en la secrecién de insulina,
de la accién de la insulina, o de ambos, que a largo plazo se asocia con dafio, disfuncién o
falla de varios 6rganos, especialmente los ojos, los rifiones, el sistema nervioso, el corazén
y los vasos sanguineos [29].

De acuerdo con la ADA, la diabetes se clasifica en cuatro grupos [29], a saber:

= Diabetes tipo 1: resultante de la destruccién de las células B del pancreas, usualmente lle-
vando a una deficiencia absoluta de insulina, la mayorfa de ellas de origen autoinmune;

m Diabetes tipo 2: resultante de un defecto progresivo de la secrecién de insulina, en el
contexto de resistencia gradual a la insulina;

m Otros tipos de diabetes debidos a distintas causas: por ejemplo, defectos genéticos en
la funcién de las células B del pancreas, defectos genéticos en la accién de la insulina,
enfermedades exocrinas del pancreas como la fibrosis quistica, y la diabetes inducida por
drogas o quimicos, entre otros; y,

m Diabetes gestacional: la que se diagnostica en el curso del embarazo.
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La diabetes como problema de salud publica

La diabetes es un serio problema de salud publica y es asi como la humanidad se enfrenta
a una verdadera epidemia. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
cuando en el afto 1985 la poblacién mundial de diabéticos era de 30 millones de pacientes
[30], en el ano 2009 habfa aumentado a 220 millones de individuos con diabetes [31], y se
estima que de continuar con esta tendencia, llegaria a 366 millones en el afio 2030 [32].
Para mayor informacién, en la figura 2 se muestra el mapa de la prevalencia mundial de la
diabetes [33] y en la figura 3 se muestra la evolucién de la prevalencia mundial de la diabetes
de 1985 a 2030 [30]. El incremento exagerado de la prevalencia de la diabetes se relaciona
con el aumento de la poblacién mundial, el envejecimiento de la misma, la urbanizacién vy,
sobre todo, con el incremento de la obesidad y de la inactividad fisica [30, 32-33], situacién
que explica por qué la epidemia afecta con mayor prevalencia a los paises industrializados,
sin que sean excluidos los paises en via de desarrollo [25]. Para agravar el problema, aparte
del creciente ntimero de pacientes con diagnéstico de diabetes, se estima que para el afio
2025 habran cerca de 500 millones de individuos con prediabetes [34], y lo mas grave, que
un ndmero importante de individuos tendran diabetes sin que se les haya diagnosticado,
debido a que la enfermedad puede estar oculta por muchos afios antes de que se presenten
las manifestaciones clinicas o las complicaciones en los 6rganos blanco [2, 35-38], situacién
por la cual algunos autores consideran que los casos diagnosticados representan la punta de
un gran iceberg [39-41]. En Colombia, la Asociacién Colombiana de Diabetes estima que el
7% de la poblacién colombiana mayor de 30 afios tiene diabetes tipo 2 y de 30% a 40% de
los afectados, desconocen su enfermedad [42]

Con la incorporacién de la HbATc como criterio de diagnéstico a partir del presente afno
(2010) [2], se espera que el diagndstico aumente en el futuro, tanto en el nimero de casos,
como en el nimero de diagnésticos precoces que se logren establecer, y asi parece que su-
cederd como lo dejan entrever los primeros trabajos que aplican los nuevos criterios para el
diagnéstico de la diabetes [43]. Cowie y colaboradores encontraron en poblacién estadouni-
dense, que utilizando como criterio de diagnéstico un valor de HbA1c = 6,5%, el diagndstico
de diabetes aumenta en la poblacién de menores de 20 afios en 1,8% y en mayores de 65

Figura 2. Prevalencia estimada, en porcentajes, para la diabetes en los adultos entre 20 y 79 afnos de edad, para el ano
2010. Diabetes Atlas 2009, International Diabetes Federation [33].
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afios en 3,5% con respecto a los
criterios convencionales basados
en la glucemia [43] y estos valo-

res podrian ser mas altos en los 2030 %RMNRM“NMR’
paises en donde la tamizacién no
es una cultura generalizada [44-
46], de ahi la necesidad de poner
en marcha programas masivos 2005 \RRMRRM
de diagnéstico de la enfermedad

oculta, sobre todo en poblacién
de alto riesgo, en particular en  1gg5 \RRMNﬂ
todos aquellos individuos con
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como una manera mas eficiente  1gg5 k‘

de abordar la epidemia de la dia- J
betes, como claramente podria

T
ser el caso de Colombia, en don- 0 100 200 300 400
de la prevalencia aparentemente Poblacion afectada (millones)
es baja con respecto al resto del
mundo y de la regién. Figura 3. Evolucion de la prevalencia de la diabetes a nivel mundial de

1985 al 2030. Tomado y modificado de Smyth S, Heron A. Diabetes and
obesity: the twin epidemics. Nature Medicine 2005; 12: 75-80 [30].

Complicaciones
de la diabetes

La hiperglucemia prolongada, con el correr del tiempo, después de anos o décadas, da
origen a grandes danos y disfuncién, usualmente de caracter irreversible, en érganos como los
0jos, los rifones, los nervios, los vasos sanguineos grandes y pequenos, asi como en la coagu-
lacién sanguinea [47-49], como se analizara con mayor detalle en los siguientes subtitulos.

Manifestaciones microvasculares

Como se menciond, dentro de este grupo se incluyen la retinopatia con posibilidad de
evolucionar a ceguera [6, 50-51], la nefropatia con posibilidad de evolucionar a insuficiencia
renal crénica [52-55] y la neuropatia con posibilidad de evolucionar a complicaciones como
Glceras en los pies, amputaciones de extremidades [56], artropatia de Charcot y manifesta-
ciones de disfuncién autonémica, incluida la disfuncién sexual [57-66], en donde el sello
anatémico clésico de la microangiopatia diabética es el engrosamiento de las membranas
basales capilares, engrosamiento que posteriormente induce una angiopatia oclusiva, hipoxia
y dafo tisular [67]. En la mayorfa de estas complicaciones hay una buena correlacién con la
severidad y la duracién de la hiperglucemia y pueden aparecer entre 5 a 10 afios después de
haberse iniciado la enfermedad.

Manifestaciones macrovasculares

A diferencia de las manifestaciones microvasculares que son especificas de la diabetes, las
manifestaciones macrovasculares, como la enfermedad coronaria [68], la trombosis [69-70] y
la hipertensién arterial [71] no son exclusivas de la diabetes. Las manifestaciones macrovas-
culares, ademds de ser una causa muy importante de mortalidad relacionada con la diabetes,
conllevan un alto costo social y econémico, costo que se traduce en disminucién de la calidad
de vida con aumento de la morbilidad en una poblacién econémica activa, ausentismo labo-
ral e incremento de los gastos en salud pablica por la necesidad de estudios complementarios
y procedimientos terapéuticos complejos [5, 48-49, 72-73].
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¢Qué es la HbA1¢?

La hemoglobina glicada o glicohemoglobina, mas conocida con la sigla HbA1c, hemoglo-
bina A1C o simplemente A1C, tradicionalmente mal denominada hemoglobina glicosilada o
glucosilada, de acuerdo con la definicién de la International Federation of Clinical Chemistry
(IFCC) es un término genérico que se refiere a un grupo de sustancias que se forman a partir
de reacciones bioquimicas entre la hemoglobina A (HbA) y algunos azlicares presentes en la
circulacién sanguinea [74]. Para una mejor compresién del proceso de glicacién es impor-
tante aclarar algunos aspectos fundamentales del eritrocito y de la hemoglobina, su mayor
componente, y la relacién de éstos con los azticares presentes en la sangre y contacto con el
eritrocito y la hemoglobina.

En condiciones normales el eritrocito vive en la circulacién un promedio de 120 dfas y
en el caso de la hemoglobina humana, el mayor componente del eritrocito, estd formada por
dos dimeros de globina que en el adulto corresponden a la HbA (aa3B), que representa mas
del 97% de la hemoglobina total, a la HbA2 (a.a:33), que comprende menos del 2,5%, y a la
hemoglobina fetal (HbF) (aayy), que representa menos del 1% de la cantidad de hemoglobina
del adulto [75]. El contacto permanente del eritrocito con otras sustancias, en particular con
azlcares como la glucosa, hace que ésta las incorpore a su estructura molecular proporcio-
nalmente con la concentracion de estas sustancias en el torrente sanguineo y durante el lapso
de vida de la célula.

En el caso concreto de la HbATc, como se ha expresado, la HbA constituye el 97% de la
hemoglobina del adulto (estado que se alcanza a partir del primer ano de vida), a través de
los mecanismos de glicacién parte de la HbA se convierte en HbA1 y dependiendo del aztcar
que incorpore en sus diferentes formas, conocidas con hemoglobinas rapidas, por ser las que
primero eluden en los procesos de cromatografia usados para identificarlas, HbA1a, HbA1b y
Hbatc, siendo esta tltima el principal componente (aproximadamente el 80 % de la HbAT1).
Como resultado de las diferentes reacciones de glicacion, la HbA, finalmente se subdivide en
dos grandes grupos: la HbAT que corresponde a la hemoglobina que ha sido fruto de la gli-
cacion no-enzimética y la HbO (hemoglobina “cero”) que corresponde la fraccion no glicada.
En la tabla 1 se relacionan algunas de estas reacciones y sus respectivos productos finales, y
en la figura 4 se esquematizan estos conceptos. En la figura 5 se describen los pasos en la
glicacion de la hemoglobina.

Vale la pena recordar que la molécula de hemoglobina también puede ser modificada por
otras sustancias y dentro de estas en el entorno del analisis de la hemoglobina glicada, se debe
hacer referencia a las conocidas como hemoglobinas quimicamente modificadas (también
conocidas como derivados de hemoglobina y las que aparecen con mayor frecuencia son la
Hb-carbamilada y la Hb-acetilada, que seran analizadas en detalle bajo el subtitulo aumento
espurio de la HbATc, en los preanaliticos de la prueba.

Tabla 1. Tipos de hemoglobinas glicadas Glicacion de otras

Producto final  Reaccion protefnas

HbA1al Glicacion con fructuosa 1, bifosfato

HbA1a2 Glicacion con glucosa 6 fosfato La glicacion no es una reac-

HbA1b Glicacion con &cido pirdvico C'OnL exIC.IUSI.V/a de la hem0g|ob||-

. I I r
HbA1c Glicacion con glucosa na ag cacion se p /esenta conla
mayoria de las proteinas del orga-

L HbA1c Denota la fraccién labil de la HbA1c, o la fraccién . [ lini | d
aldimina nismo y en la clinica, algunas de

S HbA1c Denota la fraccion estable de la HbA1c, o la fraccion las Fomgl@acnones de la dlabetes
cetoamina estin intimamente relaciona-
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das con fenémenos de glicaciéon
como sucede con la glicacion
del cristalino con su consecuente
catarata que puede presentarse,
con relativa alta frecuencia, en los / i \

pacientes diabéticos [76]. Algunas HbA HbA2 HbF
de las reacciones de glicacic’)n de Q(&BB) (10&55) @W)
otras proteinas de posible uso cli-

nico mediante su medicion en el

laboratorio clinico son la albdmi-
na glicada y la fructosamina. Glicada
ghcada

Albdmina glicada

Se diferencia de la HbATc en
el hecho de que la glicaciéon en
vez de la hemoglobina se hace en @ @ @
la albdmina presente en el torren-
te sanguineo. La albimina glicada
es una alternativa Util en los casos
en donde se sabe que el paciente
puede tener falsos resultados con la HbAlc, como puede ser en pacientes con hemoglobi-
nopatias u otras anemias hemoliticas en donde caracteristicamente se reduce la vida media
del eritrocito [77]. Tiene como problemas el que no estd estandarizada, como si lo estd la
HbA1c, no esta disponible en los laboratorios clinicos de rutina y que sélo refleja el estado de
glucosa de las dos a tres semanas previas [77], cuando la HbA1c refleja la glucemia media del
individuo en los tres a cuatro meses previos a la toma de la muestra [78]. La albumina glicada
puede estar modificada en pacientes con enfermedades digestivas perdedoras de proteinas
o en pacientes sometidos a didlisis peritoneal [77]. La albimina glicada es una buena opcién
para los pacientes diabéticos con falla renal crénica debido a que no se modifica ni por la

anemia ni por el uso de eritropoyetina [79], ademas de que su concentracién se correlaciona
positivamente con el grado de la severidad de la insuficiencia renal [80].

Figura 4. Esquema de los diferentes tipos de hemoglobina.

Fructosamina

También se fundamenta en un fenémeno de glicacion, siendo el resultado de la interac-
cién de glucosa sanguinea con lisina presente en la albimina u otras proteinas plasmaticas
[81-83]. La fructosamina se utiliza con mayor frecuencia que la albdmina glicada y puede
estar disponible en algunos laboratorios clinicos como alternativa a la HbATc. Tiene algunos
inconvenientes como la falta de estandarizacién y que sélo refleja el estado de la glucemia en
las dos a tres semanas anteriores al momento en que se toma la muestra [82-83]. Como en el
caso anterior, puede ser una alternativa cuando la HbA1c no esta indicada, como podria ser
en la diabetes gestacional [84].

¢Como la HbA1c se relaciona con la diabetes?

Hay una relacién directa entre el porcentaje de la HbATcy el promedio de glucosa sérica
porque la glicacién (no la glicosilacién) de la hemoglobina es un proceso relativamente lento,
no-enzimatico, que sucede durante los 120 dias de la vida media del eritrocito y que termina
en la glicacién irreversible de la hemoglobina de los glébulos rojos hasta su muerte, por lo que
se ha dicho que la HbATc refleja la glucemia media del individuo en los tres a cuatro meses
previos a la toma de la muestra [78]. Los resultados descritos por Fitzgibbons y colaboradores,
en 1976, mostraron que la concentracién de HbA1c se incrementa a medida que el eritrocito
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Figura 5. Proceso de reaccién entre la cadena B de la he-
moglobinay la glucosa. Cuando las moléculas de glucosa
se ponen en contacto con el grupo amino libre en la cade-
na B de la hemoglobina (A), se produce una unién entre
el aminoacido valina de la hemoglobina y la molécula de
glucosa. (B) En la primera reaccion reversible se forma
una aldimina. Esta unién provoca un reajuste Amadori (C),
por el cual se genera de forma irreversible una cetoami-
na (D), que permanecera unida durante toda la vida del
eritrocito.

envejece [85] y Bunn y colaboradores, en el
mismo afo, informaron que en los pacientes
diabéticos el incremento en el porcentaje de
la HbATc es significativamente mayor que
en los individuos sanos [86].

En la figura 6 se muestra la relacién de
la concentracién de la HbATc y el desarrollo
de complicaciones microvasculares [16] y en
la figura 7 se muestra el impacto de la re-
duccién de la HbATc en relacién a la dismi-
nucién de complicaciones microvasculares y
microvasculares [5].

Como se ha expresado, en la practica se
acepta que la concentracién de HbATc re-
fleja la glucemia media del individuo en los
tres a cuatro meses previos a la toma de la
muestra [78]; sin embargo, estudios recien-
tes muestran que cuando se tiene un deter-
minado resultado de HbA1c, el 50% de ésta
corresponde a la HbATc formada en el mes
previo a la toma de muestra; 25% en el mes
previo a esto y 25% restante, esto es, en los
meses previos tres y cuatro [87-88].

El descubrimiento

El conocimiento del fenémeno de glica-
cién no es nuevo si se tiene en cuenta que
fue descubierto en 1912 por el quimico fran-
cés Maillard al estudiar la pérdida de lisina
(aminoacido esencial), en los alimentos con-
servados cuando éstos son ricos en protei-
nas y en glicidos [89]. La glicacién, de gran
importancia en la industria alimentaria, sélo
se relacion6 con aspectos médicos a media-
dos de las década del 50. La historia de la
HbA1c en la medicina, se remonta al afo
1955 cuando Kunkel y Wallenius informaron
la separacién, mediante el uso de electro-
foresis, de varias fracciones menores de la
hemoglobina humana [90], fracciones que
tras subsecuentes estudios mediante croma-
tografia de intercambio catiénico, confirma-
ron la presencia de cinco picos menores que
se denominaron HbATla, HbA1b, HbA1lc,
HbA1d y HbATe [91]. En 1962, Huisman
y Dozy informaron el aumento en una de
las fracciones menores de la hemoglobina
en cuatro pacientes con diabetes y las re-
lacionaron con el hecho que los pacientes
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tomaban tolbutamida y que este

medicamento podrfa estar produ- e Retinopatia
ciendo el hallazgo [92], pero los
esfuerzos por reproducir in vitro
este fendmeno fueron infructuo-
sos [92-93]. En 1968, Bookchin
y Gallop la caracterizaron como
una glucoproteina [94] y por la
misma época, Rahbar durante un 3
estudio de hemoglobinas anor- 14
males en la Universidad de Cam- 9 7 & Y Y " L
bridge, en una muestra de cerca HbA1c (%)

de 1.200 pacientes, observé que

dos pacientes con antecedentes Figura_ 6. _Relacic')r) de la concentracion de la HbA1c y el desarrollo de
de diabet®® mostib et complicaciones microvasculares [16].

cién anormal, hallazgo que lo
llevé a estudiar, en los afios 1968

—— Nefropatia

-eo- Neuropatia

—=®- Microalbuminuria
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Riesgo relativo

y 1969, a 47 pacientes con diag- & %0 43

nostico de diabetes mal controla- g 40 37

da y en todos observé la banda & 30

de hemoglobina anormal que Z g Al 2l )
denomin6 “una hemoglobina in- § |,

usual en pacientes con diabetes”, &

por lo que Origina|mente se ma- E Amputacién Complicacion Cualquier Muerte Infarto de
iterprets como una variable de = Gl Mol gy R, Doty
la hemoglobina (hemoglobinopa- ggﬁ%}!ﬁ; diabetes con diabetes

tia) que predisponia al desarrollo

de la diabetes [95-96]. Por la mis- Figura 7. Reduccion del riesgo de complicaciones de la diabetes mellitus
ma época en que se descubria la tipo 2 por cada reduccién de 1% en los niveles de la hemoglobina glica-
HbAT1 c, la comunidad cientifica glal,:‘g?ngalj:riﬁgzgs[g]el estudio UKPDS (estudio prospectivo de diabetes en
empezé a ser informada de las '

complicaciones vasculares que hoy se reconocen claramente relacionadas con el mal ma-
nejo de la hiperglucemia y a pedir a los investigadores herramientas que permitiesen tener
una verdadera evaluacién del control metabélico de la enfermedad [97]. Pero fue sélo hasta
1971, cuando Trivelli y colaboradores sugirieron por vez primera la relacién entre las “hemo-
globinas rapidas”, el promedio de la concentracién de la glucosa y las complicaciones a largo
plazo de la diabetes [98].

Historia de la HbA1c

La HbATc esta disponible comercialmente como prueba de laboratorio para uso clinico
desde finales de la década de los 70 [7-10], y en nuestro medio se introdujo por vez primera
en el Laboratorio Clinico Hematoldgico S.A. en Medellin, en 1982 [99]. Las pruebas iniciales
fueron un caos: no habia calibradores, los pocos métodos disponibles para uso clinico no esta-
ban estandarizados y los resultados de un laboratorio no eran comparables con los de los otros
laboratorios, ni los de un método con los de otro método; sin embargo, se hacia lo mejor que
se podia y desde ese momento se empezé a utilizarla como indicador de control metabélico
en el tratamiento de la diabetes [7-10]. Para tener una idea del caos que se vivia alrededor de
la HbATc, un articulo de la época comparé cinco métodos en siete laboratorios clinicos en el
Reino Unido y encontré un coeficiente de variacién interensayo (entre una prueba y otra de
diferente marca pero con el mismo método) por encima del 15% [100]. No fue hasta la década
de los 90, cuando se demostré la utilidad de la HbATc en el manejo de la diabetes con dos
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grandes estudios: el DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) en pacientes con diabe-
tes tipo 1 [3] y el UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Studly) en pacientes con dia-
betes tipo 2 [4], que la prueba empezé a tener protagonismo en el manejo de la diabetes.

Estandarizacién de la mediciéon de la HbATc

Como sucede con la mayoria de las pruebas de laboratorio, al principio se presentan mu-
chos inconvenientes y la HbATc no fue la excepcion si se tiene en cuenta la gran variabilidad
entre las diferentes pruebas, como ya se ha expresado [100]. Para 1992, el College of Ameri-
can Pathologists (CAP) publicé el primer estudio que mostrara la realidad analitica de la prue-
ba en ese momento; el resultado no podia mas desastroso: la variabilidad entre los resultados
de diferentes laboratorios clinicos fue tan amplia que se podian tener resultados tan dispares
para la misma muestra de sangre como del 4% al 8,1% [101], coeficiente que hoy no serfa
aceptable debido a que podria ubicar a un mismo individuo en un nivel de normoglucemia o
compatible con el diagnéstico de una diabetes. Como respuesta a la situacién y ante la nece-
sidad de tener una prueba lo suficientemente confiable, la International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC) establecié un grupo de trabajo con el objetivo de estandarizar la medicién
de la HbATc, incluida la preparacién y evaluacion de material de referencia y el desarrollo de
un método de referencia internacional [102-104] Después de varios afios de trabajo, el siste-
ma se fue desarrollando, siendo los avances més destacados la preparacién y evaluacién de
un material de referencia [102, 104], el desarrollo de un método de referencia internacional
[74] y su mantenimiento por una red de laboratorios de referencia continuamente monito-
reados mediante estudios intercomparativos [105]; los resultados de doce de estos estudios
realizados entre 2001 y 2006 han confirmado la capacidad del sistema para garantizar la
estabilidad y continuidad del método de referencia internacional para HbATc [106]. En 2007
se publicé la Declaracién de Consenso entre estas principales Asociaciones y la IFCC, en el
que se establece que el MR es la tGinica ancla vélida para implementar la estandarizacién y que
los valores de HbA1c deben ser reportados mundialmente en unidades internacionales del
MR (mmol/mol) y las derivadas del National Glycohemoglobin Standardization Program (NGCS)
usando la ecuacién maestra IFCC-NGSP [107]. Finalmente, la ADA, gracias a la estandariza-
cién y la madurez de la prueba alcanzada en la Gltima década, como lo verific el Comité
Internacional de Expertos [1], en la revision del afio 2010 de los “Estandares de Cuidado Mé-
dico en Diabetes”, la incorporé como el primer criterio de diagnéstico de diabetes [2].

El mismo Consenso sefiala que estas medidas deben ser adoptadas a la brevedad posible
en todo el mundo y destacan: “este acuerdo contribuird a la trazabilidad de los resultados
mundialmente, paralelamente al progreso del conocimiento cientifico relacionado con las
caracteristicas bioquimicas y analiticas de la HbA1c” [107], Consenso que fue ratificado re-
cientemente y ampliamente difundido en todos los medios especializados [108-112].

Glucemia media estimada

El nuevo término “glucemia media estimada” o “glucemia promedio estimada”, ADAG
(por sus siglas en inglés de ATc-Derived Average Glucose) o eAG (por sus siglas en inglés
de Estimated Average Glucose, se refiere a los resultados de la concentracién de la HbATc
equivalentes a la concentracién de la HbATc [113]. No se trata de un nuevo pardmetro, si no
de una nueva forma de expresar el porcentaje de la HbA1c: se refiere a los resultados de la
HbA1c convertida a un nivel promedio de glucosa en la sangre en unidades de medida (mg/
dL) més familiares a los pacientes. Tanto la ADA como la American Association for Clinical
Chemistry (AACC) esperan que el uso de este nuevo término ayude a los pacientes y a sus
médicos a hacer los cambios necesarios en el tratamiento para mejorar el estado de salud en
general del paciente [114-115].
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Recientemente se han publicado los resultados del estudio sobre ADAG, éste presenta
una relacion lineal entre HbATc y la glucosa promedio (AG), aunque se aceptan algunas limi-
taciones, se propone convertir los valores de HbATc en un valor estimado del promedio de
glucosa en mg/dL, mediante la siguiente ecuacion: eAG= 28,7 X Alc — 46,7 [113]. También
se conoce la glucemia media estimada como glucemia media trimestral debido a que como la
HbA1c, expresa el nivel de la glucemia del Gltimo trimestre antes de tomar la muestra.

Para tener una idea mas clara del concepto de la glucemia media estimada, es importante
conocer algunos aspectos metodolégicos del trabajo que correlacioné la HbATc con la glu-
cemia promedio el cual dio origen a la formula que més tarde avalaron la ADA, la EASD y la
IFCC [107]. Los participantes del estudio fueron reclutados en 11 centros de Estados Unidos
y en paises de Europa, Africa y Asia; 507 voluntarios, entre ellos 268 personas con diabetes
tipo 1, 159 con diabetes tipo 2 y 80 personas sin diabetes, participaron en los andlisis; los
participantes tenfan un control glucémico estable, tal y como demostraron dos mediciones de
HbATc con un 1% de diferencia entre los mismos en los 6 meses anteriores al reclutamiento;
se tomaron un promedio de 2.700 glucemias por cada participante, derivados a partir de al
menos 2 dias de monitorizacién continua de la glucosa, realizada cuatro veces, y de automo-
nitorizaciones diarias en 7 puntos mediante mediciones de glucosa capilar realizadas como
minimo 3 dias por semana, en momentos en los que no se estuviese realizando la monitoriza-
cién continua de la glucosa [113]. De este estudio [113] hay que resaltar dos aspectos:

m Los valores de HbA:c permanecieron por lo general estables; a lo largo del transcurso del
estudio, y en el 96% de los casos, la HbA:w no difirié més alld de un 1% de su valor al
momento del inicio; y

m La estrecha correlacion entre la HbA:al final del periodo de 3 meses del estudio y el
promedio de glucosa calculada durante los 3 meses previos se puede expresar como la
sencilla regresién linear: promedio de glucosa en mg/dl = 28,7 X HbA«.—- 46,7), R2 =
0,84, P <0,0001, lo que permite calcular una promedio de glucosa en sangre estimada
para los valores de la HbA1c.

En la tabla 2 se reproducen los valores de la glucemia media estimada derivados del antes
citado estudio [113], valores que, de paso vale la pena aclarar, no coinciden con los valores
informados en el laboratorio clinico en una muestra convencional o en los automonitoreos
que practican los pacientes.

Valores de referencia

Tradicionalmente, se ha definido como valor de referencia, “la media, mas o menos dos
desviaciones estdndar”, siendo para la HbATc entre 4% y 6% [116-117], cifra que puede va-
riar de acuerdo con la tecnologia

utilizada y la poblacién Objeto de Tabla 2. Glucemia media estimada [113]

estudio [118]. Pero, como sucede % de HbA1c Glucemia media estimada (mg/dL)
en otras mediciones de laborato- 5 97 (76-120)*
rio, por ejemplo en los estudios 6 126 (100-152)
relacionados con lipidos, donde 7 154 (123-185)
los valores de corte son diferentes 8 183 (147-217)
de los valores de referencia pues 9 212 (170-249)

reflejan niveles de decision clini-

X AR 10 240 (193-282)

ca y de riesgo epidemioldgico en
- 11 269 (217-314)

lugar de valores de distribucién
12 298 (240-347)

poblacional, como los que defi-
nen el valor de referencia como * Entre paréntesis el rango de la glucemia media estimada
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tal, en el caso de la glucemia y la HbATc en el diagnéstico de la diabetes, como resultado de
mdltiples estudios de grandes poblaciones de pacientes con o sin diabetes, a través de todo el
mundo, la ADA, siguiendo las recomendaciones del Comité de Expertos Internacionales [1],
estableci6 para el diagnéstico de diabetes los siguientes puntos de corte para la HbATc [2],
siempre y cuando la prueba se haga bajo condiciones claramente establecidas y estrictamente
controladas, como se analizard mas adelante, los siguientes criterios, dependiendo del objeti-
vo de la prueba: como prueba de diagnéstico o como prueba de seguimiento.

Como prueba de diagnéstico

A partir del reconocimiento por parte del Comité Internacional de Expertos, en el 2009,
de la HbATc como prueba apta para el diagndstico de la diabetes [1] y su inclusién en la
revision de los “Estdndares de Cuidado Médico en Diabetes”, correspondiente al ano 2010,
como el primer criterio de diagndstico de la diabetes en individuos asintomaticos o con
sospecha clinica o epidemiolégica [2], se han definido los siguientes puntos de corte para la
HbA1c, con sus respectivos significados:

= Nivel no diabético: < 5,6%; en la préctica descarta el diagnéstico de diabetes;
= Nivel prediabético (riesgo aumentado de diabetes o prediabetes): entre 5,7% y 6,4%;

m Nivel diabético: = 6,5%, que es compatible con el diagnédstico de diabetes.

Como prueba de seguimiento

Como se ha expresado, a pesar de las limitaciones analiticas de los primeros afos, para la
totalidad de los organismos y asociaciones del mundo relacionadas, directa o indirectamente,
con el manejo de la diabetes la HbATc, es el mejor criterio para monitorear el tratamiento
instalado y en este sentido, se utilizan los siguientes criterios:

m La meta del tratamiento de la diabetes, de acuerdo con la ADA, es llevar la HbA1c a un
porcentaje < 7% [2], con lo cual se logra reducir significativamente las complicaciones
microvasculares y neuropéticas relacionadas con la diabetes. En caso de no alcanzar este
porcentaje se debe revisar y ajustar el plan terapéutico del paciente.

m La meta de las guias europeas para la HbATc es de 7,5%, tanto para la diabetes tipo 1
[119] como para la tipo 2 [120].

m La meta de la International Diabetes Federation (IDF) es de 6,5% [121], valor que no pa-
rece tener mejores resultados que la meta de la ADA [2].

m La meta del American College of Endocrinology es 6,5%.

m En la figura 8 se representan la HbA1c y la glucemia media estimada que permiten a
manera de un termémetro medir el control metabdlico alcanzado con tratamiento del
paciente diabético.

Aspectos técnicos relacionados con la medicion de la HbA1c

Determinar con qué instrumento y con qué tipo de prueba medir la HbATc es una deci-
sion de suma responsabilidad de parte del laboratorio clinico, méxime si se tiene en cuenta
que en el mercado de los instrumentos y de las pruebas de laboratorio clinico hay una amplia
gama de posibilidades; posibilidades que varian en la tecnologia utilizada, el desempeno
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analitico y el grado de automatizacién, cir-
cunstancias que tienen impacto en la calidad

de la HbATc. En el caso de la HbATc no hay
que perder de vista las recomendaciones del
Comité de Expertos Internacionales y de la
ADA en el sentido de que para que la prue- f
ba pueda ser utilizada como criterio de diag-

néstico, debe ser realizada en un laboratorio \
clinico que utilice instrumentos y reactivos

certificados por el NGSP y estandarizados de

acuerdo con las especificaciones del DCCT
(Dlabetes’ControI and Compllcatlons Tl’lal) [1- Figura 8. Termometro del diabético. Valores equivalen-
2], ademas de que lleve estrictos controles de  tesde la hemoglobina glicada y de la glicemia plasmati-
calidad tanto internos como externos, aspec-  ca, y sus respectivos significados clinicos.

tos que deben ser incorporados en la practica

médica local. Hasta el momento no hay ningtin laboratorio clinico certificado por el NGSP,
como lo recomiendan las nuevas guias de diagnéstico de diabetes [1-2]; sin embargo, hay
un laboratorio clinico privado cumpliendo con los trdmites para lograr la certificacién. Para
obtener mayor informacién sobre aspectos tecnolégicos, control de calidad y estandarizacién
de la pruebe puede accederse a la web del NGSP (www.ngsp.org).

o Valor de Valor de la
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bg. El conocimiento de los aspectos tecnol(?- o gL
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Metodologia disponible para la determinacién de la HbA1c

Desde el punto de vista de la disponibilidad que tiene el laboratorio clinico para medir la
HbA1c es muy amplia: en el mercado de los instrumentos y los reactivos puede haber méas
de un centenar de posibilidades, posibilidades que varian considerablemente con relacién a
la instrumentacion y al desempefio analitico. Para tener una idea, consultando en el NGSP,
aparecen referenciados 88 métodos certificados por ese organismo, que dependiendo de la
tecnologfa utilizada para la separacion de la fraccién glicada, de la no-glicada, tendran mejor
o peor desempefio analitico. En la practica, definir con cual método y con qué reactivos tra-
bajar depende de muchos factores, en donde debe primar el desempefio analitico (resultados
precisos y exactos) sobre el menor precio, como infortunadamente se presenta en el medio,
en donde se le da prioridad al menor costo.

En términos practicos, los métodos para medir la hemoglobina glicada se basan en di-
ferencias en las moléculas de la hemoglobina glicada y la hemoglobina no-glicada, ya sean
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fisicas, quimicas o inmunolégicas entre la fraccién glicada, ya sea la HbAT o sus fracciones
como la HbATc, y la fraccién de la HbO, esto es la fraccién no-glicada.

Métodos basados en la diferencia de la carga eléctrica
entre la hemoglobina glicada y la hemoglobina no-glicada

El principio se basa en el hecho de que la unién de glucosa en el caso de la HbA1c, o de
otro azicar, como puede ser la HbAla o la HbA1b, a un amino terminal de las cadenas
de la HbA altera la carga total de la hemoglobina, haciendo que la fraccién de hemoglobina
glicada (Hb1) migre en forma diferente, usualmente mas rapido, a la hemoglobina no-glicada
(Hb0) cuando se pone en un campo eléctrico como sucede en los métodos electroforéticos, o
en resinas de intercambio i6énico como sucede en los métodos cromatogréficos, permitiendo
de esta manera separar las dos fracciones, como se analizard mas adelante.

Métodos electroforéticos

Se basan en el hecho de que la molécula de HbA1c es diferente a la molécula de la HbA
y esta caracteristica hace que puesta la sangre en una corriente se desplace de acuerdo con
sus caracteristicas fisico-quimicas relacionadas con las cargas eléctricas. La electroforesis en
el estudio de rutina de la HbATc ha sido reemplazada por la cromatografia liquida de alta
eficiencia, como se analizard mas adelante.

Métodos cromatogréficos

Los métodos cromatogréficos se subdividen en dos grandes grupos diametralmente dife-
rentes: la cromatograffa de columna y la cromatografia liquida de alta eficiencia/eficacia.

Cromatografia de columnas

La cromatografia de columnas, también conocida como de minicolumnas, invadié los
laboratorios clinicos en los afios 80 porque es una prueba barata y de facil acceso, y por esto
mismo continGa disponible en el mercado latinoamericano, incluido el colombiano, usual-
mente en laboratorios clinicos de bajo volumen y pobre desarrollo tecnolégico. Desde el pun-
to de vista del desempefio analitico, aparte de que es dependiente del pH y la temperatura a
la cual se hace la prueba, tiene problemas de calibracién, baja reproducibilidad y muchas de
ellas no miden la HbA1c sino la Hb1 (hemoglobina glicada total), [122], circunstancias que
explicarfan la gran discrepancia de los resultados de un laboratorio a otro laboratorio, razén
por la cual no tiene justificacién continuar con su utilizacién. Ademas, no estan certificadas
por el NGSP [123], como lo exigen los estandares internacionales para hacer la prueba [1-2],
incluida la Asociacién Latinoamericana de Diabetes (ALAD) [24], situacién que la ubicarfa
como una prueba “obsoleta”.

Cromatografia liquida de alta eficiencia

En los dltimos afos, los métodos basados en la cromatografia de columnas fueron sustitui-
dos por sistemas automatizados mds sélidos y entre ellos se destacan los métodos conocidos
genéricamente como por cromatograffa liquida de alta eficiencia o HPLC (del inglés, High
Performance Liquid Chromatography) [124-126]. El método de cromatografia liquida de alta
eficiencia de intercambio i6nico fue el utilizado por el DCCT y se recomienda como un
método de referencia para la determinacién provisional de los organismos internacionales
relacionados con la hemoglobina glicada hasta que decidan sobre el método de referencia
definitivo [74, 127] y la comunidad cientifica relacionada con la diabetologia considera a
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la cromatografia liquida de alta eficien-
cia como el “estdndar de oro” o prue-
ba de referencia para la determinacién
de la HbA1c. Partiendo de la diferencia
estructural que hay entre la hemoglobi-
na glicada en general y de la HbA1c en
particular, y la HbO es posible separar
y cuantificar estas fracciones. Bajo esta
premisa se tiene la cromatografia de afi-
nidad que basada en la capacidad del
acido fenilborénico en solucién alcalina
de unirse con grupos cis-diol presentes
en la HbA1c, que da como resultado la
unién de la hemoglobina con la molécu-
la de glucosa, con el 4cido fenilborénico
o sus derivados. En estos métodos, la he-
moglobina glicada se une a una columna
que contiene boronato en donde la frac-
cién HbO es eluida primero. Este método
no se afecta por el pH ni la temperatura,
como tampoco se afecta por la presencia
de hemoglobinopatias o falla renal por la
presencia hemoglobina carbametilada,
ni por la fraccién 1abil de la hemoglobina
glicada [114, 126, 128-130], por lo cual
puede ser considerado como un méto-
do de referencia para la medicién de la
HbA1c [74].

Estos sistemas utilizan una columna
para eluir la solucién en diferentes frac-
ciones: la HbATa, la HbA1b, la HbATcy
la HbAO, sucesivamente, utilizando dife-
rentes tampones/biferes con diferencias
en la fuerza i6nica y en el pH. Estos mé-
todos presentan una excelente precision
y permiten una separacién rapida de la
HbA1c. Tiene como inconveniente que
el costo del equipo y su funcionamien-
to s6lo lo pueden hacer los laboratorios
grandes o instituciones de investigacion;
en contraposicién a lo anterior, la HPLC
tiene grandes ventajas con relacién a los
demas métodos disponibles para la me-
dicién de la HbA1c en el laboratorio cli-
nico, como son el de que no interfiere
ningln otro tipo de hemoglobinopatia (F
S, C, D, E) ni los procesos de carbamila-
cién [114, 126]. En la figura 9 se esque-
matiza la cromatograffa liquida de alta
eficiencia.
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Figura 9. Determinacién por cromatografia liquida de alta efi-
ciencia de HbA1c. Para la determinacion de la hemoglobina es
necesario inicialmmente hemolizar la muestra. Luego se mezcla
con la fase mévil (bufer con pH y carga definida) y se inyecta a
alta presién a través de una columna. La muestra pasa por un
sistema de separacién compuesto por un prefiltro y una colum-
na que contiene la fase estacionaria. Segun las caracteristicas
moleculares de las proteinas, fundamentalmente su masa y su
carga, las diferentes moléculas de hemoglobina interactian con
la fase estacionaria, eluyendo las diferentes fracciones de ma-
nera separada, en términos de tiempo. Luego de eluir las mues-
tras, cada pico de elucién corresponde a una proteina diferente
que puede ser cuantificada.




Métodos inmunolégicos

Los métodos inmunolégicos utilizan anticuerpos contra una secuencia de aminodcidos
que varian de 3 a 8 de la fraccién N-terminal de la hemoglobina glicada. Tienen como ventaja
el que son especificos contra la HbATc y pueden ser incorporados a los autoanalizadores de
quimica clinica ya sea por métodos de inmunoturbimetria [131], como se esquematiza en la
figura 10, o de inmunoanalisis enzimatico [132] en donde se utiliza una proteasa para digerir
la hemoglobina y producir fructosil-aminoacido que por la accién de una oxidasa produce
peréxido de hidrégeno [133], como se esquematiza en la figura 11.

De acuerdo con los organismos internacionales relacionados con la diabetes, cuando en
Estados Unidos el 60% de los laboratorios clinicos utiliza métodos inmunoquimicos, 30%
cromatografia liquida de alta eficiencia y menos del 10% cromatografia de afinidad [134],
los laboratorios clinicos europeos muestran una imagen en espejo en donde el 60% de los
laboratorios clinicos utiliza la cromatografia liquida de alta eficiencia, 35% métodos inmu-
noquimicos y unos pocos cromatograffa de afinidad [135]. En nuestro medio no se conoce
la proporcién, pero estd disponible toda esta tecnologia. Finalmente, antes de analizar los
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Figura 10. Determinacion por inmunoturbidimetria de la HbA1c. En la determinacion por esta técnica se cuantifican
tanto la hemoglobina total como la HbA1c. Para la cuantificacién de la hemoglobina total se hemoliza la muestra y la
solucién se somete a un bufer alcalino de un detergente no i6nico, convirtiendo la hemoglobina en hematina y estabili-
zando la molécula. La hematina torna la solucién de un color verde, que es cuantificado a una longitud de onda de 604
nanémetros (nm). Para la cuantificacion de la HbA1c igualmente se debe hemolizar la muestra y se procede con dos
pasos elementales: 1) la solucién es incubada con microparticulas cubiertas con anticuerpos especificos dirigidos con-
tra la HbA1c; en esta reaccion se une un solo anticuerpo a cada sitio de glicacion presente en la hemoglobina. 2) Una
vez terminado este paso, se introduce en la solucién un hapteno aglutinante que posee varios sitios inmunoreactivos,
que unird las microparticulas con anticuerpos que han quedado libres; en este paso se pueden unir varios anticuerpos
a una sola molécula de haptenos y darse el fenébmeno de aglutinacion. La determinacién requiere de la cuantificacion
de la turbidez de la suspension a una longitud de onda de 700 nm. En este sentido a mayor aglutinacién, mayor canti-
dad de anticuerpos libres y menor concentracion de HbA1c disponible para unir las microparticulas a los anticuerpos,
lo anterior como consecuencia de que la HbA1c compite con el hapteno por la unién del anticuerpo.
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Figura 11. Determinacién enzimatica de la HbA1c. El principio de la prueba se puede resumir en cuatro pasos basicos:
1) hemdlisis, se emplea una solucién que permite la lisis de los eritrocitos y la reducciéon con agentes oxidantes de
moléculas interferentes; 2) protedlisis, se somete la muestra a una digestion proteolitica donde las proteinas presentes
en la solucién, incluida la hemoglobina, liberan aminoacidos y péptidos; 3) reacciéon enzimatica 1, la valina de la hemo-
globina que esté glicada, es el sustrato de la enzima especifica fructosil-valina-oxidasa. En esta reaccién se produce
peroxido de hidrégeno (H,0,); 4) reaccién enzimatica 2, empleando la enzima peroxidasa de rabano se promueve la
produccién a partir del H,0, de un cromégeno. La senal emitida por el cromégeno es cuantificada y es proporcional
a la concentracion de aminodacidos de valina glicados presentes en la muestra. La determinacion del porcentaje de
HbA1c con esta técnica es directa y requiere de una curva estandar. Esta técnica no requiere la determinacion de la
concentracion de la Hb total.

métodos para medir la HbATc, es importante recordar que la glicohemoglobina es un grupo
heterogéneo de moléculas formadas por reacciones no-enzimaticas de la hemoglobina con
los azlcares presentes en la circulacién sanguinea, y tener muy claro que los resultados de la
HbATc no son intercambiables de una metodologia a otra [136].

Factores preanaliticos que afectan la medicion de la HbA1c

Los factores preanaliticos corresponden a los aspectos relacionados con la secuencia de
acontecimientos que tienen lugar antes de que la muestra sea sometida al proceso de analisis
propiamente dicho [137-138]. Los factores preanaliticos van desde que el médico, tras una
sospecha clinica, solicita la prueba, hasta que la muestra es sometida a andlisis en el labora-
torio clinico [139]. Actualmente, la fase preanalitica se considera como la fase mas critica de
una prueba, ya que es en ella en donde mas errores se producen en el laboratorio clinico y
en donde se generan los mayores costos de no-calidad (errores) [137, 140-141], y la medicién
de la HbA1c no es la excepcién [142]. Los factores preanaliticos pueden estar relacionados
con el paciente, incluida su relacién con el médico que solicita la prueba, o con el laboratorio
clinico, como se analizard a continuacion.

Factores preanaliticos relacionados con el paciente

Para efectos practicos, el sexo, la raza, la dieta o la estacion del afio no influyen significa-
tivamente los resultados de la HbATc [139]. Los efectos de la edad sobre la HbATc son con-
trovertidos, ya que algunos estudios antiguos mostraban un incremento de aproximadamente
un 0,1% por década a partir de los 30 afos en personas sanas, situacién que podria explicarse
por el aumento de la glucemia en ayunas y la disminucién de la tolerancia a la glucosa que
se observa con la edad, o también pudiera ser debida a la disminucién en el recambio de
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eritrocitos, como resultado de la reduccién de la tasa metabélica asociada con el envejeci-
miento. Sin embargo, otros estudios més recientes con seleccién de controles sanos, median-
te pruebas de tolerancia a la glucosa oral, no han demostrado que la edad afecte los niveles
de HbATc [143]. La variabilidad biolégica intraindividual de la HbATc oscila alrededor del
2% [144-145] y este es un factor preanalitico importante que explica variaciones minimas en
el resultado de la prueba en un mismo individuo realizadas en el mismo laboratorio clinico.
Los factores preanaliticos, algunos de ellos intimamente relacionados con factores analiticos,
pueden dar origen a resultados falsos, con disminucién o aumento de la HbAlc, como se
analizara en los préximos dos subtitulos.

Disminucion espuria de la HbATc

Cualquier condicion clinica que acorte la supervivencia de los eritrocitos o disminuya su
vida media (hemorragia aguda, hemdlisis, anemia ferropénica, transfusién sanguinea) puede
dar resultados falsamente mas bajos de la HbATc [146], situacién que se presenta aun en
individuos no-diabéticos [147]. Numerosas hemoglobinopatias pueden influenciar el resulta-
do de la HbATc [148]; entre ellas, la forma homocigota de las hemoglobinopatias Sy C, en
donde no hay cadenas B y en algunas hemoglobinopatias, como la Hb Raleigh, que pueden
interferir con la glicacién de la hemoglobina, dando como resultado un valor inferior al que
corresponderia con los niveles promedio de glucosa sanguinea del paciente afectado [148-
149]. Vale la pena anotar que la HPLC no tiene interferencia con las hemoglobinopatias
anotadas [150], ademas de que permite identificarlas cuando existen mediante el cuidado
analisis del cromatograma. También se puede presentar disminucién espuria de la HbA1c
en los pacientes con esferocitosis hereditaria [151], explicable por la disminucién de la vida
media de los eritrocitos [152]. La hemoglobina fetal (HbF) por debajo de 5% no afecta la
medicién de la HbATc, pero si estd por encima de 5% puede causar disminucién espuria de
la HbATc [148, 153]; ademas, el aumento de la HbF se puede presentar en pacientes que
reciben hidroxiurea, ya sea en el manejo de algunas hemoglobinopatias y en ciertas hemato-
patfas malignas [154].

La presencia de metahemoglobina puede acarrear resultados anormales con algunos mé-
todos [155], en tanto que la ingestién crénica de aspirina y altas dosis de vitamina C vy vita-
mina E, asi como de otros antioxidantes, puede reducir la glicacién y en consecuencia, el
porcentaje de HbATc [156-161], circunstancias que el médico debe conocer al momento
de solicitar e interpretar la prueba [139, 162]. Ademds de los medicamentos antes citados,
la HbATc se puede reducir falsamente cuando se esta bajo tratamiento con antirretrovirales
[163] o se padece hipertrigliceridemia [164].

Aumento espurio de la HbATc

La HbA1c puede estar falsamente elevada en los casos en donde la vida media de los eri-
trocitos puede “alargarse”, como sucede cuando hay eritropoyesis disminuida; por ejemplo en
la deficiencia de vitamina B12, en la deficiencia de hierro [147, 165] y, muy particularmente,
en mujeres embarazadas con deficiencia de hierro concomitante [166]. También puede estar
falsamente elevada en pacientes alcohdlicos [167], en pacientes que reciben eritropoyetina
[168] y en individuos consumidores crénicos de opidceos [156] y otras drogas de abuso [169]
como una evidencia de los estados hiperglucémicos relacionados con estas sustancias. Ade-
mas de las causas antes citadas, la HbA1c puede estar falsamente elevada en pacientes con
falla renal crénica por un aumento de la glicacién, y en consecuencia, del porcentaje de la
HbA1c [170-171]. Igualmente con la hiperbilirrubinemia [172] y la ingestién crénica de alco-
hol [173], debido a la formacién de acetaldehido que aumenta artificialmente el porcentaje
de HbA1c [174-175]. Otra condicién médica en donde se puede elevar en forma espuria la
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HbA1c es en pacientes con esplenectomia, situacién que se presenta como resultado del au-
mento de la sobrevida de los eritrocitos [176], derivada de la falta de control esplénico sobre
los eritrocitos envejecidos que no son removidos de la circulacién sanguinea.

De éstas, la Hb-carbamilada es la mas prevalente, corresponde a una forma estable que
aparece en pacientes hiperurémicos debido a una reaccién quimica entre el acido isocianico
producido en la disociacién espontanea in vivo de la urea y el extremo N-terminal valina de
la cadena B de la hemoglobina. Su concentracion es proporcional a la concentracién de urea
del paciente [177], pudiendo alcanzar hasta el 3% de la concentracién total de hemoglobina.
Su punto isoeléctrico es similar al de la HbATc por lo que puede interferir en los analizadores
HPLC que no la detectan incrementando falsamente los niveles de HbA1c sobre todo cuando
su concentracién es superior al 2% [148]. La Hb-carbamilada interfiere significativamente
con los andlisis basados en la cromatografia liquida de alta eficiencia de intercambio iénico,
situacién que no se presenta con la hplc Affinity binding/ y con pruebas enzimaticas [178],
situacion particularmente grave cuando en la poblacién objeto de los estudios hay pacientes
con falla renal, como realmente acontece.

Otra situacién se presenta cuando hay altas concentraciones de Hb-acetilada que puede
aparecer en mutaciones raras del extremo N-terminal de la cadena f favoreciendo la forma-
cién de Hb-acetilada in vivo. También han sido descritos porcentajes relativamente altos en
mujeres embarazadas no diabéticas (1.9 %), en individuos alcohélicos (2,7%) y tras la inges-
tion de acido acetilsalicilico [177].

Factores preanaliticos relacionados con el laboratorio clinico

Como se ha expresado, a pesar de que la prueba no se afecta significativamente por la
falta de ayuno, es preferible que la muestra se tome al paciente en ayunas y asf estandarizar
mejor la prueba y evitar resultados espurios derivados de la turbidez de la muestra, en rela-
cién con estados de dislipidemia relativamente frecuente en pacientes diabéticos [164]. La
estabilidad de la muestra, tomada con EDTA (como anticoagulante) y conservada a 4°C, es
de una semana [139].

Factores analiticos que afectan la medicién de la HbA1c

Los factores analiticos son los aspectos relacionados con la secuencia de acontecimientos
que tienen lugar en el proceso de la prueba, esto es, inmediatamente después de las varia-
ciones preanaliticas e inmediatamente antes de las posanaliticas. En el caso de la medicién
de la HbATc, los factores analiticos estan relacionados con la instrumentacién y los reactivos
utilizados y los controles internos y externos de calidad, factores que en otras palabras, mar-
can las diferencias de un laboratorio clinico a otro. En este punto es importante que el labo-
ratorio clinico que haga determinaciones de HbA1c cumpla a cabalidad las recomendaciones
expedidas por los organismos reguladores de la diabetologfa, en donde garantice que utiliza
instrumentos y reactivos certificados por el NGSP y un método estandarizado de acuerdo con
el DCCT [1-2]. En el mercado del laboratorio clinico hay desde instrumentos manuales para
aquellos laboratorios clinicos de baja tecnologia y bajo volumen, hasta grandes equipos con
alta tecnologfa y con capacidad para grandes volimenes, como los que se presentan en los la-
boratorios clinicos de alta tecnologfa y alto volumen; lo importante es que estos instrumentos
estén certificados de acuerdo con las normas citadas, se mantengan bien calibrados y se les
tenga programas de calidad internos y externos. En relacién al control de los factores analiti-
cos es muy importante que los laboratorios clinicos tomen acciones preventivas y correctivas
orientadas a mejorar el desempefio de la prueba y en la medida de sus posibilidades y a la
mayor brevedad posible, migrar a metodologias certificadas [123].
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Factores posanaliticos relacionados
con la medicion de la HbA1c

Los factores posanaliticos son los aspectos relacionados con la interpretacion de la prueba
y la aplicacién de los resultados al paciente [138]. Dentro de los factores posanaliticos se in-
cluyen la transcripcién de errores, los reportes incompletos y la interpretacién inapropiada de
los resultados, que tienen consecuencias adversas sobre la credibilidad del laboratorio y més
importante adn, sobre el paciente. Para nada serviria que el laboratorio clinico ajustase los
factores preanaliticos y analiticos, con aumento de costos directos e indirectos sobre la prue-
ba, si la prueba no es interpretada en un contexto clinico y los resultados no son aplicados a
la toma de decisiones con respecto al paciente objeto del estudio.

El laboratorio en el diagnéstico de la diabetes

Hasta principios del siglo XX, la Gnica forma de establecer el diagnéstico de diabetes melli-
tus que posefa el médico era la clinica. La fundamentacién del diagnéstico en pruebas de la-
boratorio la iniciaron, a finales de la década de los 50, Fajans y Conn, cuando para el estudio
de la diabetes, en individuos sanos o con antecedentes familiares de diabetes, introdujeron
la que en esa época denominaron curva de tolerancia a la glucosa después de administrar
una carga de glucosa [179] y fue asi como por muchos afos el diagnéstico de la diabetes se
fundamenté en los resultados de la glucemia a los 60, 90 y 120 minutos después de una car-
ga oral de glucosa. A mediados de la década de los 70, Bennett y colaboradores observaron
que en los indios Pima, una poblacién con alta prevalencia de diabetes, las concentraciones
de la glucemia tenian una distribucién bimodal; es decir, dos distribuciones en forma de
campana, las cuales se superponen [180-182]. La distribucién en forma de campana inferior
representaba las glucemias en la poblacién no diabética, en tanto que la campana superior
representaba las glucemias de la poblacién diabética [180]. El National Diabetes Data Croup,
en 1979, buscé la concentracién de glucemia que claramente pudiera diferenciar las dos
poblaciones superpuestas, para establecer los criterios de diabetes para la glucemia basal (en
ayunas) y la glucemia a las dos horas poscarga de glucosa [183], y se establecié como criterio
diagnéstico de diabetes una glucemia en ayunas = 140 mg/dL o una glucemia a las dos ho-
ras después de una carga de 75 g de glucosa con valores = 200 mg/dL. También se clasificé
entonces un nuevo grupo de pacientes que tenian “deterioro de la tolerancia a la glucosa”, si
presentaban concentraciones de glucemia en ayunas < 140 mg/dL y una glucemia a las dos
horas poscarga entre 140 md/dL y 200 mg/dL [183]. En 1997, el Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus reevalué estos valores, teniendo en cuenta la
relacién entre la glucemia y la presencia de complicaciones a largo plazo, especificamente la
retinopatfa diabética, para redefinir los valores de la glucosa en ayunas que se asociaran con
un riesgo aumentado de retinopatia diabética. El Comité recomendé disminuir la glucemia en
ayunas, como criterio de diagnéstico de diabetes, a un valor =126 mg/dL. Adicionalmente,
recomendé que el diagnéstico de diabetes se hiciera s6lo con base en el valor de la glucemia
en ayunas, ya que esta prueba era mas conveniente para los pacientes, menos costosa y con
mayor reproducibilidad que la glucemia a las dos horas poscarga. Los criterios de aplicacién
de la HbATc en el contexto de la diabetes varian de acuerdo al momento del paciente: si se
usa para diagnéstico o para monitoreo del paciente con diagnéstico de diabetes.

La HbA1c en el diagnéstico de la diabetes

Como se ha expresado en miiltiples oportunidades a través de este médulo, el diagnéstico
y el manejo de la diabetes se fundamentan en el laboratorio clinico, de ahi la importancia y
la responsabilidad que éste tiene en el contexto del manejo de la epidemia. De acuerdo con
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la més reciente revision de los “Estdndares de Cuidado Médico en Diabetes” correspondiente
al afo 2010, que incorporé la HbATc como el primer criterio de diagnéstico de la diabetes
[2], dando cumplimiento a la recomendacién del Comité Internacional de Expertos (Interna-
tional Expert Committee) para su introduccién como prueba de diagnéstico de la diabetes en
2009 [1], los criterios de diagnéstico de la diabetes se modificaron sustancialmente, como se
reproduce en la tabla 3 [2], criterios y condiciones a los cuales se deben ajustar los médicos
y los laboratorios clinicos que manejen pacientes con diabetes.

Tabla 3. Criterios para el diagnostico de diabetes [2]

1. HbA1c = 6,5%. La prueba se debe realizar por un método certificado por el NGSP y estar estandarizado de acuerdo
con el DCCT*

o
2. Glicemia = 126 mg/dL después de un ayuno de 8 horas*
o

3. Glicemia 2 horas poscarga con 75 g de glucosa = 200 mg/dL durante una prueba de tolerancia a la glucosa. La
prueba se debe hacer como lo establece la Organizacién Mundial de la Salud, utilizando 75 g de glucosa anhidra
disuelta en agua*

o

4. En pacientes con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglicémica: una glicemia al azar, en cualquier
momento sin estar en ayunas, = 200 mg/dL

* En ausencia inequivoca de hiperglicemia, los puntos 1-3 se deben confirmar repitiendo la prueba

Con relacion a la utilizacién de la HbATc como criterio de diagnéstico de la diabetes, es
importante enfatizar algunos aspectos, tales como:

m Para que la prueba pueda ser utilizada como criterio de diagnéstico, se debe realizar en
un laboratorio clinico que utilice instrumentos y reactivos certificados por el NGSP y es-
tandarizado de acuerdo con las especificaciones del DCCT [1-2].

= De acuerdo con la ADA y con la mayoria de las organizaciones y autores reconocidos en
el manejo de la prueba, la HbA1c se debe realizar en el laboratorio clinico convencional,
no siendo aceptada la tecnologfa conocida como “point-of-care instruments” [1-2, 142,
184], como los que se usan en el monitoreo de la glucosa en casa, debido a que estos
instrumentos y reactivos adin no tienen suficiente desempeno analitico [2, 185];

m La incorporacién de la HbATc como criterio de diagnéstico de la diabetes no excluye el
uso de los criterios convencionales basados en la glucemia, como la glucemia en ayunas,
la glucemia poscarga de glucosa y la glucemia en cualquier momento en individuos con
sintomas de diabetes [2], particularmente aplicable en donde no se dispone de tecnologfa
para la HbATc, o las mediciones que se tienen no son confiables desde el punto de vista
analitico [2, 186];

m La HbATc puede ser utiliza como criterio de diagnéstico tanto de la diabetes tipo 1 como
de la diabetes tipo 2 [2, 187];

m La HbATc no se acepta como prueba de diagnéstico de la diabetes gestacional, en donde
la ADA recomienda mantener las pruebas convencionales [2, 142];

m Para confirmar un resultado positivo, particularmente por la trascendencia del diagnéstico
y las implicaciones que éste tiene tanto en el paciente como en su entorno, la prueba
debe ser repetida en un dia diferente [2]; y, finalmente,
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m Quizds, lo més importante, que el laboratorio clinico que haga la prueba garantice que
lleva estrictos controles de calidad que le permitan tener resultados con indices de variabi-
lidad intralaboratorio menores de 2% e interlaboratorio menores de 3%, como claramente
lo establecen las gufas y recomendaciones sobre el laboratorio clinico en el diagnéstico
y manejo de la diabetes [139], idealmente participando en programas de calidad inter-
nacionales como los que se llevan con el Colegio Americano de Patologfa (CAP) [114]
y, sobre todo, dando cumplimiento a las condiciones establecidas por los organismos
internacionales como utilizar un método y una instrumentacién certificados por el NGSP
y estandarizados de acuerdo con las especificaciones del DCCT [2], y con un método de
referencia internacional, de acuerdo con la Federacién Internacional de Quimica Clinica
(IFCC) [106].

La HbA1c en el monitoreo de la diabetes

A partir del momento en que se dispuso de metodologia para medir en el laboratorio
clinico la HbATc a finales de la década de los 70 [7-10], unos afios mas adelante, luego de
que grandes estudios poblacionales demostraron su relaciéon con el control de la diabetes tipo
1 [3]y de la diabetes tipo 2 [4] y, mas recientemente, gracias a la estandarizacién y la armo-
nizacién alrededor de los instrumentos y los reactivos para hacer la prueba en los Gltimos 5
anos [109, 188], la HbATc se ha consolidado como el “estandar de oro” para medir el efecto
de las diferentes opciones de tratamiento y de prondstico y, sobre todo, la mejor manera de
seguir el curso del paciente diabético y hacer los ajustes terapéuticos del dia a dia en estos
pacientes [189-194].

La determinacién periédica de la HbATc esta ampliamente incorporada a la practica mé-
dica para evaluar el control de la glucemia a largo plazo, ya que como se mencioné, mide la
concentraciéon acumulada a lo largo de la vida del eritrocito, esto es por 120 dfas [195], y hay
consenso en calificar a la prueba como el mejor indicador en el control del diabético y como
la mejor manera para prevenir o retrasar el desarrollo de las complicaciones derivadas de la
hiperglucemia en el paciente con diagnéstico de diabetes [3-4, 194, 196]. Se considera que la
reduccion de 1% en el valor de la HbA1c produce un descenso del 14% en la aparicién de un
infarto de miocardio, y una reduccién en la mortalidad global del % [5], como se representa
en la figura 7 [5].

Con relacién a la utilizacién de la HbAT1c como criterio de seguimiento y manejo de la
diabetes, es importante ratificar algunos aspectos, tales como:

m Que para que la prueba pueda ser utilizada como herramienta de seguimiento y manejo,
similar a su utilizacién como criterio de diagnéstico, la prueba se debe realizar en un labo-
ratorio clinico que utilice instrumentos y reactivos certificados por el NGSP y estandariza-
dos con las especificaciones del DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) [1-2].

® Que de acuerdo con la ADA 'y con la mayoria de los organismos y los autores reconocidos
en el manejo de la prueba, ésta se debe realizar en el laboratorio clinico convencional,
no siendo reconocida la tecnologia conocida como “point-of-care instruments” hasta el
momento [1-2, 142, 184], como los que se usan en el monitoreo de la glucosa en casa,
debido a que aln estos instrumentos y reactivos no tienen suficiente desempefio analitico
[185];

m La frecuencia con la cual se debe medir la HbA1c depende de la evolucién del paciente,
y en este caso, la ADA recomienda:
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m La frecuencia recomendada para medir la HbATc a los pacientes con diabetes es de cada
3 a 6 meses en pacientes con enfermedad estable y sin cambios en el esquema de trata-
miento [14].

m Medir la HbA1c cada 3 meses en los pacientes en quienes se hagan cambios en el manejo
terapéutico o en los cuales no se alcance un nivel de glucemia determinado.

m Los objetivos de los indicadores de laboratorio se deben individualizar, a pesar de que la
mayorfa de los organismos considera una buena meta para los pacientes con diabetes tipo
2, una HbA1c menor a 7% para reducir el riesgo de complicaciones microvasculares [4,
15] y complicaciones macrovasculares [5].

m La meta de las gufas europeas para la hbatl es de 7,5%, tanto para la diabetes tipo 1 [119]
como para la tipo 2 [120].

m Para lograr una HbATc menor a 7%, los pacientes con diabetes tipo 2 deberfan tratar de
lograr una glucemia plasmatica en ayunas o una glucemia plasmatica preprandial entre
72 mg/dL y 126 mg/dL, y una glucemia posprandial a las dos horas entre 90 mg/dL y 180
mg/dL [4-5].

= Si puede lograrse de manera segura, se debe tratar de disminuir los niveles de glucemia
plasmatica hacia el rango normal [197] (HbA1c menor a 6%; glucemia en ayunas o pre-
pandial entre 72 mg/dL y 108 mg/dL); situacién que ha sido cuestionada en los estudios
ACCORD (The Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes) y ADVANCE (Action
in Diabetes and Vascular Disease: Preterax and Diamicron Modified Release Controlled
Evaluation), al menos en lo que se relacionada con las enfermedades cardiovasculares
asociadas con la diabetes [198].

Conclusiones

La humanidad enfrenta una epidemia de diabetes. La medicién de la HbA1c es el eje
central del control de los pacientes con diabetes, debido a que con base en estos valores se
han establecido las metas para el control y tratamiento de los pacientes con esta enfermedad:
y el control de las complicaciones a mediano y largo plazo. Ademas, gracias a los procesos
de estandarizaciéon y armonizacién de la prueba, a partir del presente afio (2010) la ADA la
incorporé como el primer criterio de diagnéstico de diabetes en poblacién sana como prueba
de tamizaje y en pacientes con antecedentes familiares o sintomatologfa compatible con este
diagnéstico. La comunidad médica debe familiarizarse con el manejo de la prueba, siguiendo
las guias que las organizaciones internacionales y regionales han establecido claramente para
el manejo de la prueba, y los laboratorios clinicos deben hacer los cambios para alcanzar las
metas de desempefio analitico que los mismos han establecido participando activamente en
programas de calidad a nivel nacional e internacional para cumplir el requerimiento de los or-
ganismos internacionales, como es la instrumentacién y los materiales utilizados certificados
por el NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program) y estandarizados de acuer-
do con las especificaciones del DCCT (Diabetes Control and Complications Trial). El uso de la
HbA1c en el diagnéstico y manejo de la diabetes es costoso, pero se lograrfa una reduccién
significativa de la morbilidad y mortalidad asociada con esta enfermedad pero, para alcanzar
estos objetivos es indispensable afinar las herramientas que como la HbA1c han demostrado
a la saciedad su bondad.
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Abstract: Humanity is facing a diabetes epidemic with uncontrolled progress. According
to the World Health Organization, the world’s diabetic population has risen from 30 million
in 1985, to 220 million in 2009, and is expected that by 2030 this figure will reach 336 million.
Diabetes is defined as hyperglycemia that over the years is manifested by to multiple organ
failure, being the primary cause of blindness, kidney failure and amputations in adults,
and a major cause of heart disease and thrombosis. Since its discovery, hemoglobin A1C
(HbA1c) has been the most accurate indicator for monitoring diabetic patients and due
to its standardization in recent years, the American Diabetes Association (ADA) recently
has incorporated it as the first diagnostic criteria for asymptomatic diabetes or when
the disease is suspected. The ADA has defined three cutoff points for HbAic: < 5.6%,
non-diabetic level; between 5,7% and 6,4%, pre-diabetic level; and = 6,5%, compatible
with the diagnosis of diabetes. Similarly, the ADA maintains as the goal in treated
patients an HbA1c < 7%. Furthermore, the ADA emphasizes on the need for these test
to be made in a clinical laboratory with instruments and reagents certified by the NGSP
(National Glycohemoglobin Standardization Program) and standardized according to
the specifications of the DCCT (Diabetes Control and Complications Trial). The module
analyzes clinical and epidemiological aspects of diabetes mellitus and historical aspects
of the assay, the bases of glycation as a non-enzymatic biochemical phenomenon, the
available methods, and the pre-analytical, analytical and post-analytic factors that could
affect the assay, and that both the physician and the clinical laboratory should be aware
when requesting or running a test, respectively.

Keywords: diabetes, glycated hemoglobin, HbA1c, diagnosis and management of
diabetes, methods for measuring HbA1c, pre-analytical factors, analytical factors, post-
analytic factors.
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