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HEMOGLOBINA GLICADA 
FUNDAMENTO
  Após a hemólise do sangue total, o hemolisado é cromatografado na resina de troca catiônica. A hemoglobina por ter carga positiva menor do que a hemoglobina A se ligará mais fracamente á resina.
Por ação do eluente, a hemoglobina glicada será eluida de forma especifica enquanto que as outras hemoglobinas ficarão retidas na coluna. A porcentagem da fração de Hb glicada em relação á hemoglobina total é determinada por espectrofotometria em 415 nm.  

APLICAÇÃO CLÍNICA

A concentração de hemoglobina glicada (HbA1c) no sangue é diretamente proporcional à concentração média da glicose durante um período de tempo de 6 a 8 semanas, que equivale à vida média das hemácias.   

A formação da Hemoglobina Glicada é irreversível e ocorre muito lentamente durante toda a sobrevida das hemácias (120 dias) e a intensidade de glicação depende diretamente do valor da glicemia, do tempo de exposição das hemácias à glicose e também varia de paciente para paciente.

Vários trabalhos científicos têm confirmado a utilidade da determinação da Hb-G para avaliar o nível de controle da glicemia nos pacientes diabéticos. Deste modo, a dosagem da Hb-G é muito usada para monitorizar a eficácia da terapêutica aplicada aos diabéticos, bem como para verificar a adaptação do paciente à terapia proposta.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Sangue Total (EDTA). 

Estabilidade e armazenamento da amostra

A hemoglobina glicada é estável por 7 dias entre 2-8(C.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

HEMOGLOBINA GLICADA 

CAT. 414

MS 80022230173
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 15-25 ºC.

1. Hemolisante – Contém ácido bórico 600 mmol/L e azida sódica 14,6 mmol/L.
2. Eluente – Contém tampão fosfato pH 6,7 e metilparabeno 10 mmol/L.
3. Colunas – Contém resina de troca iônica equilibrada com tampão fosfato pH 6,7.

Nota

Na determinação, utilizar colunas e reagentes sempre do mesmo lote.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Sinais de Deterioração dos Reagentes

1- Reagentes: Presença de partículas e turbidez.

2- Colunas: Ausência de Tampão sobre o leito da resina.

Precauções e Cuidados Especiais

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste. 

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
4- O Hemolisante contém azida sódica como conservante. Não ingerir ou aspira. Evitar contato com a pele e mucosa. 
5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura em 405 e 430 nm);
· Tubos e Pipetas;
· Termômetro e Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Interferências 

Amostras lipêmicas ou ictéricas interferem na dosagem, produzindo resultados falsamente elevados.

Minimização da ação de interferentes

Procedimento para ser aplicado somente em amostras lipêmicas, ictéricas ou turvas.

1- Pipetar em um tubo 1 mL da amostra (sangue total) bem homogeneizada. Marcar o nível de 1 mL no tubo.

2- Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos. Retirar o plasma sem ressuspender as hemácias.

3- Adicionar 3 mL de NaCL 150 mmol/L (0,85%). Centrifugar e retirar o sobrenadante sem ressuspender as hemácias.
4- Ressuspender as hemácias com 3 mL de NaCL 150 mmol/L (0,85%). Centrifugar.

5- Acertar o volume no tubo para a marca de 1 mL, retirando o excesso de sobrenadante.

6- Homogeneizar bem o conteúdo do tubo e utilizar para preparar o hemolisado.

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

Notas
1- O Hemolisado, o Eluente e as Colunas deverão estar na temperatura ambiente antes de realizar a cromatografia.

2- A presença ocasional de bolhas na resina ou no filtro interfere na drenagem do Eluente, aumentando o tempo de eluição da hemoglobina glicada.

3- Iniciar a cromatografia imediatamente após a penetração do líquido da coluna na resina.

4- Nunca realizar a cromatografia em temperatura inferior a 16°C ou superior a 30°C.

5- A cromatografia deve ser realizada na temperatura de 22°C. Em caso contrário, corrigir o resultado para temperatura de 22°C, multiplicando o valor encontrado pelo fator de correção correspondente á temperatura de realização do teste. Ver Tabela abaixo.

	Temperatura do Ensaio
	Fator de Correção

	16
	1,16

	17
	1,13

	18
	1,10

	19
	1,08

	20
	1,05

	21
	1,03

	22
	1,00

	23
	0,98

	24
	0,95

	25
	0,93

	26
	0,90

	27
	0,88

	28
	0,86

	29
	0,84

	30
	0,82


Exemplo

Hb Glicada = 9,8%

Temperatura de Trabalho = 23 °C

Fator de Correção = 0,98

Hb Glicada corrigida = 9,8 × 0,98 = 9,6%

Técnica de Análise

A – Preparo do Hemolisado

1- Em um tubo de ensaio 12 × 75 nm, pipetar: 0,4 mL de Hemolisante (1) + 0,1 mL de amostra.

Agitar fortemente por 20 segundos e esperar 5 minutos.

Se a hemólise for incompleta (líquido no tubo estiver turvo), centrifugar e usar o sobrenadante.
B – Preparo das Colunas – Ver Notas 1 e 2

1- Retirar a tampa superior das colunas. Introduzir o bastão fazendo movimentos giratórios e ascendentes e descendentes para ressuspender a resina.

2 – Remover imediatamente a tampa inferior da coluna.

3 – Colocar a coluna em um tubo de ensaio (suficientemente alto para que a ponta da coluna não encoste no líquido drenado para o tubo).

Deixar o líquido contido na coluna gotejar para o tubo de ensaio.

Esperar até que todo líquido penetre na resina. Desprezar o eluído.

Atenção: Medir a temperatura do líquido drenado da coluna para correção dos resultados. 

C – Cromatografia – Ver Notas 3,4 e 5
1- Adicionar 50 µL do hemolisado sobre a resina da coluna, evitando ressuspensão da mesma e formação de bolhas de ar.

2- Esperar que todo hemolisado penetre na resina.

3- Transferir a coluna para um tubo de ensaio limpo e seco (suficientemente alto para que a ponta da coluna não encoste no líquido drenado para o tubo).
4- Em seguida, adicionar lentamente á resina pelas paredes da coluna 3,5 mL de Eluente (2). A eluição da hemoglobina glicada estará completa quando todo Eluente penetrar na resina.

5- Desprezar a coluna.

D- Colorimetria 
Dosagem da Hemoglobina Glicada no eluído
1- Após a eluição, homogeneizar bem o líquido contendo a fração de hemoglobina glicada e usá-lo para a leitura fotométrica.

2- Fazer a leitura fotométrica da solução contendo hemoglobina glicada em 415 nm ou filtro azul (405 a 430 nm), acertando o Zero de absorção com água deionizada. A absorbância da hemoglobina glicada será A1.
Dosagem da Hemoglobina Total no Hemolisado

1- Homogeneizar bem o hemolisado e pipetar em um tubo de ensaio limpo e seco: 7 mL de água deionizada + 20 µL de hemolisado.

Homogeneizar.

2- Fazer a leitura fotométrica da solução contendo hemoglobina total em 415 nm ou filtro azul (405 a 430 nm), acertando o Zero de absorção com água deionizada. A absorbância da hemoglobina total será A2.

CÁLCULOS 

Cálculo da Concentração da hemoglobina glicada da amostra

A1 = Absorbância da hemoglobina glicada do Teste

A2 = Absorbância da hemoglobina total do Teste

Exemplo

Se A1 = 0,324

Se A2 = 0,564

% de Hb-G = % da hemoglobina glicada do teste

% de Hb-G = (A1 ÷ A2) × 20

% de Hb-G = (0,324 ÷ 0,564) × 20 = 11,5%

Atenção

Corrigir os resultados em função da temperatura de trabalho.

Exemplo

Temperatura de trabalho = 27

Valor encontrado para Hb-G = 11,5%

Fator de correção = 0,88

Hb-G corrigido = 11,5 × 0,88 = 10,1%

RESULTADOS

Não se Aplica.
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA
5,3 a 8,0%.
Estes valores devem ser usados como uma orientação. È recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência. 

SIGNIFICADO CLÍNICO

 A hemoglobina glicada (Hb-G) resulta da fixação não enzimática da glicose ao aminoácido valina terminal da cadeia beta da hemoglobina.
 Em adultos normais temos 97-98% de Hb-A, 2,5% de Hb-A2 e 0,5% de Hb-F. Através de análise cromatográfica da Hb-A, identifica-se uma variedade de outras hemoglobinas: HbA1A, HbA1B e HbA1C.

A fração HbA1C corresponde á hemoglobina glicada propriamente dita, em que a valina terminal da cadeia beta está ligada á glicose através de uma ligação estável e irreversível. Sua concentração reflete a média ponderada dos níveis glicêmicos de 60 a 90 dias antes do exame.

A formação da Hb-G é irreversível e ocorre muito lentamente durante toda a sobrevida das hemácias (120 dias). A intensidade de glicação depende diretamente do valor da glicemia, do tempo de exposição das hemácias á glicose e também varia de paciente para paciente.

A dosagem da Hb-G serve para avaliar o nível de controle da glicemia nos pacientes diabéticos. Deste modo, a dosagem da Hb-G é frequentemente utilizada para monitorar a eficácia da terapêutica aplicada aos diabéticos, bem como para verificar a adaptação do paciente á terapia proposta.
Nos pacientes diabéticos em estado de descontrole metabólico submetidos a tratamento e que passam a ter níveis adequados de glicemia, há uma redução progressiva da Hb-G, que atinge um ponto de equilíbrio depois de 6 a 8 semanas. Assim, pode-se afirmar que uma dosagem da Hb-G reflete os níveis glicêmicos da sexta ou oitava semana precedente ao teste. Um resultado de Hb-G nos valores de referência assegura que o paciente tem estado sob controle metabólico adequado por várias semanas e exclui mesmo uma perda temporária do controle durante este período. Resultados elevados de Hb-G podem significar um controle metabólico inadequado por todo o período ou parte dele. Níveis persistentemente elevados da Hb-G indicam controle inadequado da glicemia.

Estudos do DCCT (Diabetes Control and Clinical Trial) demonstraram que a morbidade ou mortalidade de pacientes diabéticos diminui quando há um controle adequado da glicemia e que a dosagem da Hb-G é muito importante para informar o estado desse controle. 

LINEARIDADE 

Linearidade

O método é linear até o valor de 30%.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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