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RESUMEN

La diabetes mellitus (DBT), la nefropatia
diabética (ND) y la enfermedad renal crénica
(ERC) son enfermedades prevalentes en nues-
tra regién, Sudamérica. Los niveles de hemo-
globina Alc (HbAlc) han sido relacionados al
desarrollo y a la evolucién de la ND. Hace dos
décadas habia gran variabilidad en los resulta-
dos, los paises lideres en investigacién cientifica
organizaron programas de estandarizacién de la
HbAlc, logrando mejorar la calidad y la confia-
bilidad de los resultados. Los objetivos de este
trabajo fueron describir el problema DBT, ND
y ERC en Sudamérica y en su contexto anali-
zar metodolégicamente la HbAlc. Para esto,
revisamos el impacto de estas enfermedades en
nuestra region, contemplando aspectos bdsicos
de la HbAlc y algunas situaciones que produ-
cen interferencias como la carbamilacién de la
hemoglobina, modificacién post-traduccional
asociada a la uremia. También nos enfocamos
en técnicas estadisticas universalmente utiliza-
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das para la evaluacién de ensayos como: lineali-
dad, concordancia y precisién. Adicionalmente,
incluimos un andlisis de los métodos disponibles
y de los precios de cada determinacién de HbAlc
en diez paises de Sudamérica.

Para prevenir, diagnosticar y tratar la DBT,
la ND y la ERC es indispensable contar con
herramientas de tltima generacién, disponibles
para todas las personas. En nuestra regién el
acceso a ensayos, equipos y laboratorios enmar-
cados en programas de estandarizacién de la
HbAlc, internacionalmente aceptados, es una
tarea pendiente. Millones de individuos de las
generaciones presentes y futuras de Sudamérica
padecerdan DBT, ND y ERC, necesitamos llevar
la voz de la ciencia a esas personas con el “hacer”
cotidiano.

PALABRAS CLAVE: HbAIlc; diabetes melli-
tus; nefropatia diabética; enfermedad renal
crénica; Argentina; Ecuador; América del Sur;
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métodos; concordancia; precision; costos

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM), diabetic nephropa-
thy (DN) and chronic kidney disease (CKD) are
prevalent diseases in our region, South Ameri-
ca. The levels of hemoglobin Alc (HbAlc) have
been related to the development and progression
of the DN. Two decades ago there was great
variability in the results; the leading countries
in scientific research then organized programs
of HbAlc standardization, which improved
the quality and reliability of the findings.
The objectives of this study were to describe
the problem of DM, DN and CKD in South
America and to analyze HbAlc methodologi-
cally in this context. Thus, the impact of these
diseases in our region was reviewed, contem-
plating basic aspects of HbAlc and some situa-
tions that produce interferences such as carba-
mylation of hemoglobin, the post-translational
modification associated with uremia. We also
focused on statistical techniques universally
used for the evaluation of assays such as lineari-
ty, concordance and precision. Additionally, we
included an analysis of the existing methods
and the prices of each HbAlc determination in
ten countries in South America.

To prevent, diagnose and treat DM, DN
and CKD, it is essential to have state-of-the-
art tools available to all people. In our region,
access to trials, equipment and laboratories
within HbAlc standardization programs,
internationally accepted, is a pending task.
Millions of individuals from the present and
future generations of South America will suffer
from DM, DN and CKD, so we need to take
the voice of science to these people through the

daily "doing".

KEYWORDS: HbAlc; diabetes mellitus; dia-
betic nephropathy; chronic kidney disease;
Argentina; Ecuador; South America; methods;
agreement; precision; budgets

Diabetes mellitus, nefropatia diabética y
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enfermedad renal crénica

En los altimos 35 afnos el nimero de perso-
nas afectadas por la diabetes mellitus (DBT) se
ha incrementado, principalmente en los paises
de bajos y medianos ingresos."” En Sudamérica
y en América Central se ha reportado en el ano
2015 que 29.6 millones de personas eran porta-
doras de DBT, y el 39% no estarian diagnos-
ticadas.”? La prevalencia estimada de DBT
en los paises de Sudamérica fue: en Argentina,
Pert y Uruguay <7%; en Bolivia entre el 7%
y 8%; en Ecuador, Colombia y Paraguay entre
el 9 y 10%; en Venezuela >12%; y en Chile y
Brasil entre el 10 y 12%, siendo Brasil el pais
con mayor nimero de personas afectadas de
nuestra regiéon.”’ Se describié que la DBT no
s6lo es una causa importante de mortalidad,
también en las Gltimas décadas ha sido una
de las principales causas de afios vividos con
discapacidad en los adultos del mundo.®*

Una de las complicaciones mds devastado-
ras de la DBT es la nefropatia diabética (ND),
complicacién microvascular que afecta a ambos
rifones.®) Del 30% al 50% de las personas
con DBT puede desarrollar ND, y un tercio
de ellas puede evolucionar a estadios avanza-
dos de la enfermedad.®” Lesiones muy graves,
progresando silenciosamente, constituyen la
principal causa de enfermedad renal créni-
ca (ERC).5" En la mayoria de los paises de
Sudamérica la DBT ha sido la principal causa
de ERC terminal (ERCT), existiendo entre
los paises una gran disparidad en el acceso a
didlisis.®'¥ Adicionalmente, ha sido reportado
que la ERC es también una causa importante
de mortalidad, especialmente en los paises de
medianos y bajos ingresos, donde la DBT es
prevalente.”>" Entre los adultos del mundo, ha
sido reportada una prevalencia de ERC del 10%
al 15%, y millones mueren por falta de didlisis
o de trasplante renal.®-¢3111319 Del total de las
personas que requieren tratamientos sustituti-
vos de la funcién renal, se ha estimado que sola-
mente dos millones (10 %) acceden a estos tra-
tamientos y la mayoria de ellos reside en Estados
Unidos, Japén, Alemania, Brasil e Italia, paises
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que representan el 12% de la poblacién mun-
dial."” Estos hechos son impactantes y dan
cuenta de la imperiosa necesidad de prevencién
de la DBT, de la ND y de la ERC."7

Sin bien solamente un porcentaje de las
personas con diagndstico de DBT desarrolla
ND, los nefrélogos en la prictica clinica vemos
el resultado de las insuficientes medidas de
prevencién primaria y secundaria, desplega-

das en nuestra poblacién."® El diagnéstico

tardio de la DBT y de la ND, el insuficiente
control metabélico sumado a la hipertensién
arterial, dislipidemia, sobrepeso-obesidad, han
sido factores relacionados a la progresién de la
enfermedad.®*'” Es mds, hay estudios que han
demostrado en autopsias lesiones histolégicas
renales patognomonicas de ND sin haber sido
previamente diagnosticadas, aun en los paises
desarrollados del planeta.’”2%

La fisiopatogenia de la ND es compleja,
intervienen numerosos factores de manera
enredada y dificil de comprender, pero la gluco-
sa juega un rol clave en el desarrollo y en la
progresion de la ND.5213V

Las siguientes evidencias muestran la
importancia de la hiperglucemia en la ND:

1.- Relevantes estudios han demostrado que
menores niveles de hemoglobina Alc (HbAlc)
estaban relacionados a menor riesgo de ND,
en la DBT tipo 1 y 2.%'%” En la DBT tipo 1,
disminuciones de la HbAlc de 1.9% han sido
asociadas al 76% y al 39% de disminucién del
riesgo de desarrollar retinopatia y microalbu-
minuria respectivamente.”? En la DBT tipo
2, reducciones de la HbAlc de 1% han sido
relacionadas a una disminucién del 37% de las
complicaciones microvasculares y del 43% de
las complicaciones macrovasculares.?”)

2.- Menores niveles de glucemia han logra-
do revertir la hiperfiltracién y las lesiones
histolégicas de ND temprana, como el engro-
samiento de la membrana basal glomerular.*®

3.- Lesiones de ND avanzada, como la
glomeruloesclerosis nodular, y la proteinuria
masiva, han sido revertidas por el intensivo tra-
tamiento de la hiperglucemia y por el trasplante
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pancredtico.?3%

4.- El tratamiento de la DBT tipo 2 con
cirugias baridtricas ha mejorado el control de la
glucemia y de la funcién renal.®V

5.- La empagliflozina, un inhibidor del
cotransportador sodio glucosa 2 del tibu-
lo contorneado proximal, incrementando la
glucosuria, mejoran el control de la hipergluce-
mia en la DBT tipo 2.%%3% Wanner y col.

Recientemente demostraron que la empa-
gliflozina puede incidir en la progresién de la
ND, la adicién de esta droga al tratamiento
estandar de la DBT tipo 2, estuvo asociada a
menor incidencia y a menor progresiéon de ND
en adultos con alto riesgo cardiovascular.®?

Por lo tanto, todas estas evidencias en su
conjunto muestran que la glucosa juega un
rol clave en la ND y que el mantenimiento de
niveles de glucemia controlados inciden en el
desarrollo y en la evolucién de la ND.

Los objetivos del presente trabajo fueron
revisar el problema DBT, ND y ERC en Suda-
mérica, y en su contexto analizar metodol4gi-
camente la HbAlc. A continuacién contempla-
remos algunos aspectos bdsicos de la HbAlc
y ciertas situaciones que producen interferen-
cias en los resultados como la carbamilacién
de la hemoglobina (Hb), una modificacién
de las proteinas secundaria a la uremia. Nos
enfocaremos en ciertas técnicas estadisticas,
universalmente utilizadas para la comparacién
de métodos de laboratorio y con un ejemplo
practico analizaremos la linealidad, la concor-
dancia y la precisién. Adicionalmente incluire-
mos un andlisis de los métodos disponibles y de
los costos de la HbAlc en diez paises de Suda-

mérica.

Hemoglobina Alc

La HbAlc muestra los niveles de glucosa a lo
largo del tiempo.?*4?) La determinacién de la
HbA1c ha sido recomendada para el seguimien-
to y el diagnéstico de la DBT, mayores niveles
de HbA1lc han sido relacionados a mayor desa-
rrollo y evolucién de la ND.*73442 T os hidra-

tos de carbono pueden unirse a las proteinas
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en el interior de las células, la glucosa se une
a la Hb dentro del glébulo rojo, mantenién-
dose establemente relacionadas durante toda la
vida del eritrocito.“>44>% Los niveles de HbAlc
muestran los niveles de glucemia de los 120
dias previos a la extraccién de la sangre, pero
este resultado ha sido mds influenciado por
la glucemia del mes previo a la extraccién de
sangre.“? Aproximadamente el 50% del valor
de HbAlc representaria los 30 dias previos, el
40% entre los 31 y 90 dias anteriores y el 10%
mostraria la glucosa a la que los eritrocitos estu-
vieron expuestos entre los 91 y 120 dias antes
de la extraccién de la muestra.“?

En los adultos, normalmente el 97.0% de la
Hb estd compuesta por la Hb del adulto (HbA),
el resto por HbA2 (2.5%) y Hb fetal (0.5%).
424952 T.a HbA segun su desplazamiento elec-
troforético puede separarse en HbAO (no glica-
da, 94 %), y HbA glicada (6%): HbAla, HbA1b
y HbAlc (5%).“>%-52 Entonces, la HbAlc es la
m4ds abundante, estd fuertemente relacionada a
los niveles de glucemia y su magnitud es deter-
minada por la edad de los eritrocitos y por la
DBT.“® La glicacién de la HbA es una modifi-
cacién post-traduccional que ocurre lentamente
en el glébulo rojo durante toda su vida,®” por lo
tanto, la concentracién de HbAlc dependerd de
los niveles de glucemia y de la vida media de los
eritrocitos. En los adultos normales el recambio
de glébulos rojos es constante, por lo tanto la
HbA1lc depende esencialmente de la glucemia.
(424852 T2 glucosa se une de manera reversible y
no enzimatica a Valinas de la fraccién Alc, del
extremo amino terminal de la cadena beta de la
HDbA, posteriormente ocurre un reordenamien-
to de Amadori y se convierte en una reaccién
estable,®%¥ entonces, la HbAlc es la Hb irre-
versiblemente glicada en uno o ambos residuos
amino terminales de las Valinas de la cadena
beta de la HbA.®?

Las sociedades internacionales de expertos
basadas en estudios realizados en paises lideres
en investigacién cientifica, han recomendado
un valor limite de corte para el dia-gnéstico de
DBT de 6.5%, conjuntamente con la utilizacién
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de métodos, equipos y laboratorios certificados
internacionalmente.®**? Si bien existen diferen-
tes posiciones respecto al nivel de HbAlc ptimo
para el mantenimiento de la DBT, fue recomen-
dado el establecimiento de metas individuali-
zadas, realizando en cada persona un balance
de los beneficios del control glucémico con sus
potenciales riesgos.>?® La Fundacién Nacional
del Rindén de Estados Unidos (National Kidney
Foundation, USA) ha recomendado en las
gufas de manejo de personas con DBT y ERC,
niveles de HbAlc <7% durante el seguimiento
de la DBT, a fin de disminuir las complicaciones
microvasculares, excepto en aquellos con riesgo

de hipoglucemia, o severamente enfermos.“4%

Valores de HbAlc entre 5.7% y 6.4% han sido
sugeridos para el diagnéstico de pre-diabetes,
una condicién donde existen mayores riesgos de
desarrollar DBT.®>3®)

Notablemente, desde fines del siglo pasado
ha sido demostrado que la HbAlc se correlaciona
mejor y positivamente con los valores de gluce-
mia promedio que con la glucemia en ayunas.
@259 Nathan y col. en el afio 2008, publicaron
los resultados de un estudio prospectivo, multi-
céntrico e intercontinental disefiado para definir
la relacién matemadtica entre HbAlc y la glucosa
promedio estimada.

Ellos han corroborado que la glucosa prome-
dio estimada (GPE) calculada de las glucemias
obtenidas mediante monitorizacién continua y
auto monitorizacién diaria de la glucosa capilar,
se correlaciona de manera lineal y positiva con la
HbA1lc (R? 0.84, P < 0.0001).°% Los autores han
propuesto una ecuacién para calcular la GPE.®¥
En la Tabla 1 representamos los valores de HbAlc
(expresados en % y en mmol/mol) y la GPE
(mg/dl) correspondiente a cada valor de HbAlc
en normales (<5.7%), de pre-diabetes (5.7% a
6.4%) y de DBT (26.5%).°Y En la pdgina web
del Programa Nacional de Estandarizacién de la
Glicohemoglobina de Estados Unidos (National
Glycohemoglobin ~ Standardization  Program,
NGSP) se encuentra a disposicién una calculado-
ra de uso libre y gratuito para realizar esta conver-
sién (heep://www.ngsp.org/convertl.asp).
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Tabla 1. Relacién entre HbAlc y la glucemia
promedio estimada

HbA1lc HbA1lc GPE
(%) (mmol/mol) mg/dl)
4.5 26 82
5 31 97
5.5 37 111
5.7 39 117
6 42 126
6.5 48 140
7 53 154
7.5 58 169
8 64 183
8.5 69 197
9 75 212
9.5 80 226
10 86 240
10. 91 255
11 97 269
11.5 102 283
12 108 298
12.5 113 312
13 119 326
13.5 124 341
14 130 355

La HbAlc es expresada en porcentaje (NGSP) y en
milimoles por mol (IFCC, segunda columna). En color
rojo estdn pintados los valores de HbAlc en rangos de
DBT. La tercera columna muestra la glucemia prome-
dio estimada (GPE) segtn la ecuacién: GPE: (mg/dl)=
[(28.7xHbA1c)-46.7].69

Hay numerosos métodos disponibles para
medir la HbAlc como la cromatografia liquida de
alta resolucién (High Performance Liquid Chro-
matography, HPLC), la electroforesis capilar y
la cromatografia de afinidad.“>%-4 La HPLC
por intercambio iénico ha sido considerada una
técnica de referencia para la determinacién de la
HbAIc en los laboratorios clinicos, tiene la venta-
ja de poder detectar las principales variantes de
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la Hb.“? En la Figura 1 mostramos dos curvas
cromatograficas correspondientes a valores de
HbAlc normales (HbAlc 5.4%) y patoldgicos
(HbA1lc 10.7%), estas imdgenes han sido toma-
das de informes de resultados emitidos por un
equipo de HPLC de intercambio i6nico.

Figura 1. Curvas cromatogrificas de HbAlc en
rangos normales y patoldgicos
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Los picos pintados de amarillo representan la HbAlc

Los inmunoensayos y los métodos enzimati-
cos han sido fundados en las diferencias estruc-

(42:45-46) siendo los mds

turales de la proteina,
utilizados en los laboratorios de los paises desa-
rrollados, mientras que entre el 20% y el 40%
de los laboratorios usaron HPLC.®%¢> Algunos
equipos que miden la HbAlc mediante inmu-
noensayo pueden ser usados también en los
lugares de atencién a las personas.“>%49 Las
ventajas de esos dispositivos son: simplicidad
en el manejo, disefo de los equipos y materia-
les, facilidad y velocidad en la obtencién de los

resultados.“?

Los expertos han recomendado
esta tecnologia como un recurso ideal debido a la
facilidad para obtener los resultados rapidamen-
te (7 minutos) en el lugar de la consulta.®® El
uso de estos recursos en los consultorios médi-
cos ha permitido tomar decisiones répidamente
y mejorar el control metabélico de la DBT.0¢
Sin embargo, su utilizacién no ha sido recomen-
dada cuando se emplea la HbAlc como diag-
néstico de DBT®43® debido a la variabilidad de
los resultados relacionada al uso de equipos en
lugares no enmarcados en controles de calidad
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y a su manejo por personas desconectadas de los
laboratorios clinicos.“*4®

Las sociedades cientificas de varias regiones
del mundo han recomendado la estandarizacién
de los métodos para cuantificar la HbAlc, estas
recomendaciones han sido especificadas en las
guias de diagndstico y de seguimiento de la
DBT y de la ND.¢438424-46 Cientificos de paises
desarrollados han organizado programas nacio-
nales e internacionales de estandarizacién de la
HbAlc, se han vinculado con los fabricantes de
equipos, han certificado los métodos, los equi-
pos y los laboratorios clinicos, como asi también
han trabajado en la armonizacién de ensayos y
resultados, estableciendo ecuaciones maestras en
Estados Unidos, Europa y Asia.(34-42:45-47:53.55-60)

En Estados Unidos el objetivo del NGSP
ha sido normalizar los resultados de los ensayos
de la HbAlc, y establecer la relacién entre los
niveles de HbAlc y los riesgos de la DBT, en el
contexto de los estudios nacionales de control
de la DBT y de sus complicaciones, y del estu-
dio prospectivo de DBT del Reino Unido.
(22-23,34-42,58) F| programa internacional de estan-
darizacién de la HbAlc en Europa, organizado
por la International Federation of Clinical,
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC),
ha logrado importantes progresos en cuanto a
la calidad, la precision y la confiabilidad de los
ensayos en los laboratorios clinicos.3%-4% 4-4755.59)
El grupo de trabajo para la estandarizacién de la
HbAlc de la IFCC, ha desarrollado estindares
y métodos de referencia utilizados globalmente.
(39-41,45-47,54-55,58-60)  Consecuentemente, NGSP
y IFCC representan roles complementarios
en el proceso de estandarizacién de HbAlc,
ambos han sentado bases sélidas para estable-
cer la exactitud y la fiabilidad de los métodos
de determinacién de la HbAlc para cualquier
persona, de cualquier lugar del mundo que
concurra a laboratorios clinicos, certificados
por estos programas.3%41-42:45.5

En nuestra regién no contamos con
programas nacionales para la estandarizacién
de HbAlc que hayan sido aceptados internacio-
nalmente. En Sudamérica solo 4 paises tienen
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laboratorios, ensayos y equipos certificados por
los programas internacionales existentes. El
namero de laboratorios certificados por NGSP,
en el dltimo ano, en paises de Sudamérica fue:
22 en Colombia, 2 en Brasil, 1 en Chile y 2 en
Argentina (Laboratorio Hidalgo y Centralab,
ambos localizados en la ciudad de Buenos Aires),
asimismo la red IFCC Network Laboratories ha
aprobado un laboratorio en San Pablo (Brasil).

Considerando los millones de individuos
existentes con DBT y ND en nuestra region,
la mayoria de ellos no accede a esta calidad de
servicios, por lo tanto, considerar la HbAlc
para el diagnéstico y el control de la DBT es
un desafio. El trabajo realizado sobre HbAlc en
los tltimos 24 afios, ha logrado la optimizacién
de los ensayos y nos ha permitido conocer los
mdrgenes 6ptimos de precisién y concordan-
cia segun el paso del tiempo.39-4245-4755:58-60) Epy
nuestra regién es importante mejorar la cali-
dad de los servicios en los laboratorios clinicos
y disponer de tecnologia adecuada que ayude
a tomar decisiones diagndsticas, prondsticas y
terapéuticas individualizadas.

Consideraciones metodolégicas

Confiar en las herramientas para el diag-
néstico, el monitoreo y el tratamiento de la
DBT es clave. Las diferencias de las HbAlc
necesitan reflejar eventos biolégicos que ocu-
rren en las personas, no los errores metodolégi-
c0s.%Y Cambios biolégicos como la hiper-
glucemia inducida por la falta de respuesta al
tratamiento con hipoglucemiantes orales, o el
mejor control de la hiperglucemia producido
por el incremento de la dosis de insulina, modi-
fican la concentracién sistémica de HbAlc.
Modificaciones de la HbAlc de 0.5% han sido
consideradas relevantes para la valoracién de
los efectos terapéuticos, y diferencias de 0.9%
de la HbAlc han implicado una reduccién
significativa del riesgo de ND,?!222741-42:45-46)
por lo tanto, la validacién de los ensayos de la
HbA1lc es importante para disponer de resulta-
dos confiables y reproducibles considerando el

uso previsto.¢3-¢Y
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Todas las determinaciones bioquimicas
implican un cierto grado de error, sin embargo
existen pardmetros de referencia determinados
por los expertos que no son estdticos, pueden
variar en el tiempo.©®? A continuacién describi-
remos tres técnicas Gtiles para evaluacién de los
métodos, ellas han sido utilizadas globalmente
en la comparacién de ensayos de HbAlc; rese-
flaremos de manera aplicada la linealidad, el
sesgo (bias) y el coeficiente de variacién (CV);
haremos la comparacién de dos métodos y
mostraremos ejemplos de errores metodoldgi-
cos sistemdticos. Estas técnicas pueden ser rea-
lizadas de manera sencilla y ayudan a compren-
der cémo la correlacidn, la concordancia, y la
precisién pueden indicarnos el nivel de confia-
bilidad de los ensayos usados en la préctica

clinica.©-%

Correlacién y concordancia

Para comparar dos ensayos de HbAlc,
utilizaremos como ejemplo de anilisis los resul-
tados de la HbAlc medida por dos métodos
en 52 muestras de sangre fresca. Las muestras
pertenecian a personas adultas con y sin DBT
analizadas en la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Estatal de Milagro (Ecuador),
durante el periodo agosto de 2014 a diciembre
de 2015. Este es un andlisis de comparacién de
métodos en muestras de sangre. Nuestro estudio
se encuentra enmarcado en un proyecto de inves-
tigacién prospectivo, observacional y de corte
transversal de la ND. El proyecto fue aprobado
por el Comité de Etica del Hospital Luis Vernaza,
Junta de Beneficencia de Guayaquil (Ecuador)
y fue registrado en el Instituto Nacional de la
Salud de Estados Unidos (National Institute of
Health, NIH), NCT02237352 (https:/clinical-
trials.gov/ct2/show/NCT02237352).

Los criterios de inclusién a nuestro estu-
dio de la ND a nivel poblacional son: adultos
entre 21 y 70 anos de edad, capaces de firmar
el consentimiento informado, personas con y sin
diagnéstico de DM, no hospitalizados, sin estar
sufriendo enfermedades agudas, domiciliadas
en el lugar de contacto por al menos 6 meses
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previos al estudio. Criterios de exclusién: sujetos
con enfermedades agudas, residentes temporales
en el domicilio de contacto, menores de 21 afos
y mayores de 70 afos de edad.

La sangre extraida mediante una puncién
venosa periférica fue colectada en tubos con
4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA). En la
totalidad de las muestras fue medida la HbAlc
por dos métodos, HPLC (Variant II Turbo,
BioRad) usado como método de referencia (MR)
y un método evaluado (ME), inmunoensayo
(DCA-Vantage, Siemens). El ME que hemos
utilizado para este ejemplo de comparacién de
métodos, pertenece a la tecnologia empleada
también en los consultorios, cada cartucho (1
por determinacién), es cargado con 1 microli-
tro de sangre entera, luego es colocado manual-
mente en el equipo, los resultados de la HbAlc
son emitidos por la maquina a los 7 minutos
de cargada la muestra y los valores son expresa-
dos en porcentajes. Para este ejemplo, todas las
muestras han sido procesadas en un laboratorio,
dentro de las 48 hs. siguientes a la extraccién
de sangre, por un mismo operador entrenado
y con experiencia en la realizacién de cada uno
de los ensayos. Los equipos han sido calibrados
previamente y los estdndares provistos por los
fabricantes de los dispositivos. El 50% de las
muestras tenfa valores de HbAlc en el rango de
DBT segin HPLC (26.5%). Luego de disponer
de los resultados de la HbAlc de las 52 muestras,
analizamos linealidad, correlacién y concordan-
cia. En dos muestras adicionales, determinamos
la HbAc cinco veces en cada muestra y calcula-
mos el CV para cada método.

Con el resultado de las HbAlc de las 52
muestras construimos un diagrama de dispersién
y calculamos el coeficiente de correlacién (r) de
Pearson (CCP). Figura 2 (diagrama izquierdo)

La correlacién es una técnica estadistica
mediante la cual evaluamos la relacién entre
dos variables cuantitativas, determinando cuan
fuerte es esa relacién mediante el valor de r.
El valor de r puede ir entre -1 y +1, los valores
cercanos a 1 indican una fuerte correlacién
entre las dos variables. En la Figura 2 (diagrama
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izquierdo), observamos los valores de HbAlc
cuantificados por los dos métodos, MR en el eje
de las abscisas (x), ME en el eje de las ordenadas
(y). Construimos un diagrama de dispersién y
calculamos el CCP (Excel, Office 2016), inclui-
mos la linea de tendencia, datos de la ecuacién
de la recta (Y= a + (b*x), a: ordenada al origen,
b: tendencia) y el valor de r*. En la Figura 2
(diagrama izquierdo) observamos que la mayoria
de los puntos se ubicaron préximos a la linea de
tendencia y que el r* fue de 0.983, (P <0.0001),
indicando que la relacién de la HbAlc medida
por ambos métodos ha sido fuerte, lineal, positi-
va y significativa. El test de significancia muestra
que los dos métodos estuvieron relacionados, si
bien esto es obvio, porque elegimos dos métodos
disenados para medir HbA1c.?

En la comparacién de dos métodos el estudio
de correlacién no es suficiente, porque una fuerte
correlacién no incluye una buena concordancia
entre ambos métodos.©%?

La concordancia es el estudio de las dife-
rencias de los valores cuantitativos (HbAlc)

Figura 2. Correlacién y concordancia
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medidos por ambos métodos y fue descripto por
Bland y Altman.“V El andlisis y los diagramas
de Bland y Altman fueron realizados con el
programa XLStat 2014. Para realizar este andli-
sis calculamos el promedio y las diferencias
entre los resultados obtenidos por los dos méto-
dos y luego los representamos en la Figura 2
(diagrama derecho). Para calcular las diferencias
hicimos la siguiente resta: HbAlc ME - HbAlc
MR, ejemplo de la resta en la muestra 1: 4.5%
- 4.9% = -0.4%. Luego calculamos la media de
las diferencias de todas las muestras. El valor de
la media de las diferencias es el bias o sesgo. El
valor del bias calculado de las 52 muestras fue
-0.031% vy el error estdndar (EE) -0.0062%. El
rango de los valores de la HbAlc fue entre 4.9%
y 13.3% en el MR y entre 4.5% y 13.2 % en
el ME. El rango de las diferencias entre ambos
métodos fue entre -0.5% y 0.7% (Figura 2,
diagrama derecho). Adicionalmente calculamos
el intervalo de confianza del 95% del bias (IC
95% bias), [-0.113, 0.051] y el IC 95 % de las
diferencias, [-0.608. 0.547].

Diferencia HbAlc (ME - MR)

Promedio t'M'H-'rME},."i
Bias IC Bias [95%] sswass [T [95%]

A la izquierda el diagrama de dispersién muestra la relacién entre la HbAlc medida por el MR y el ME. A la derecha el

diagrama de Bland y Altmand. IC: intervalo de confianza. Las lineas rojas discontinuas representan el IC de las diferencias

En nuestro ejemplo el bias fue aceptable y
los puntos se distribuyeron de manera aleato-
ria. Valores de bias <0.24 % fueron considerados
optimos y el 95% de las muestras deberian estar
dentro del marco del IC 95% de las diferencias.
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4262 E| informe 05-2017 del College of American
Pathologists (CAP), muestra los resultados de los
aproximadamente 3400 laboratorios certificados
por NGSP, el bias medio fue de 0.22% en muestras
de HbA1Ic con rangos entre 5.3% y 9.5%.
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Una variabilidad sistemdtica constante o embargo, el bias de ambos ejemplos de errores
proporcional podria corresponderse con errores fueron superiores y la distribucién de los puntos
pre-analiticos o analiticos, las Figuras 3 y 4 son diferente. En el ejemplo 1 adicionamos una
ejemplos de errores posibles. En los dos ejemplos unidad a los valores de la HbAlc obtenidos con
la relacién fue lineal, la correlacién fuerte y el el ME. (Figura 3)

valor de r*idéntico al de los datos originales. Sin

Figura 3. Ejemplo de Error 1
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A la izquierda el diagrama de dispersién muestra la relacién entre la HbAlc medida por el MR y el ME con un error
sistemdtico. A la derecha el diagrama de Bland y Altmand. IC: intervalo de confianza. Las lineas rojas discontinuas

muestran el IC de las diferencias

El rango de las diferencias fue entre 0.5% y EE 0.147%, el rango de las diferencias fue alto,
1.7%, el bias fue de 0.969% y el EE de 0.198%. En entre 0.3% y 2.5%, y las diferencias incremen-

este caso errores analiticos o del cdlculo podrian taron a medida que la HbAlc aument6 (Figura
haber causado el error. En el ejemplo 2, incre- 4, diagrama derecho). Errores analiticos, como
mentamos un 15% los valores de HbAlc del ME alteraciones de los estindares o del cdlculo de los
(Figura 4). El bias también fue elevado 1.097%, resultados, podrian haber causado este error.

Figura 4. Ejemplo de error 2
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A la izquierda el diagrama de dispersién muestra la relacién entre la HbAlc medida por el MR y el ME con un error
sistemdtico. A la derecha el diagrama de Bland y Altmand. IC: intervalo de confianza. Las lineas rojas discontinuas

muestran el IC de las diferencias
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En resumen, realizar el anilisis de linealidad
y de concordancia es importante para conocer la
fuerza de la correlacion, el valor del bias, el tamano
y la ubicacién de las diferencias. Estas son herra-
mientas estadisticas usadas globalmente en la valo-
racién de los métodos. El andlisis nos ha permitido
observar, por ejemplo, que en las 52 muestras estu-
diadas los pardmetros fueron éptimos, pero achi-
car el rango de las diferencias seria bueno en el
ME, dado que las diferencias encontradas superan
los valores considerados relevantes para las decisio-
nes terapéuticas (0.5% a 1.0%).424-46)

Precisién, coeficiente de variacién

La precisién de los ensayos en los laboratorios
puede ser medida mediante el CV. Para calcu-
lar el CV, en dos muestras que representaron
los valores normales y patolégicos de la HbAlc,
repetimos 5 veces las determinaciones de HbAlc
y realizamos el cdlculo del CV con la siguiente
ecuaciéon: CV = (desviacién estindar/media) x
100. Los datos de la HbAlc los expresamos en
media + desviacién estdndar.

MR: el valor de HbAlc fue 5.5% + 0.08% en
la muestra que represent6 los valores normales y
el CV 1.47%. En la muestra que representé los
valores patoldégicos de HbAlc, la HbAlc medida
fue 8.1% + 0.13%, y el CV 1.61%.

ME: la HbAlc de la muestra con niveles
normales fue 5.5% + 0.11% y el CV 1.61%, en
la muestra con valores patoldgicos, la HbAlc fue
8.20% + 0.2% y el CV 2.44%.

Valores de CV inferiores a 2% han sido
considerados aceptables en los ensayos de HbAlc,
aunque este valor sea mds dificil de alcanzar
cuando la HbAlc es medida con equipos que se
utilizan en los consultorios.“*¢%

En los ejemplos anteriores observamos que
el CV fue mayor al 2% sélo en el ME, cuando
la muestra tenfa rangos de HbAlc compatibles
con DBT; mejorar esos rangos analizando y
resolviendo los posibles errores pre-analiticos
ylo analiticos es conveniente. Este andlisis refle-
ja la precisién del ensayo intra-laboratorio, es
beneficioso trabajar con ensayos que tengan CV
>2% en los rangos de diagnéstico de la DBT,
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asumiendo que las variaciones de la HbAlc en
una misma persona son menores al 2%.¢

Elegir métodos y laboratorios internacional-
mente certificados es importante para tomar
decisiones con los pacientes. Certificar métodos
y laboratorios, trabajar con estdndares de cali-
bracién que cumplan criterios de trazabilidad
con materiales de referencia internacionales,
mantener Optimos niveles de concordancia y
precisién, como asi también controlar la vera-
cidad de los datos, considerando los cdlculos
de sensibilidad y especificidad de los métodos,
permite a los laboratorios clinicos proveer servi-
cios de calidad de acuerdo a lo que el estado del
arte indica.>¢%

Interferencias en la determinacién de HbAlc

Las interferencias mds comunes en los ensa-
yos de HbAlc son: hiperbilirrubinemia, hiper-
trigliceridemia, leucocitosis, la Hb fetal incre-
mentada, y variantes de la Hb como HbS, HbC,
HbD, HbE.#2%-46.9.6768 Todas aquellas condi-
ciones que alteren la vida media del eritrocito
también modifican la HbAlc: anemia, hemoli-
sis, sangrado, transfusiones de sangre, esplenec-
tomia, recuperacién de una perdida aguda de
sangre, el déficit de hierro en si mismo, como asi
también embarazo, raza, edad, ERC, malaria,
alcoholismo, VIH, drogas para el tratamiento
del VIH y de la DBT.“87% En personas cuyos
resultados revelen valores extremos de HbAlc
habria que descartar las principales causas de
interferencias de los métodos de HbAlc, y en
muestras con valores >15% deberia contemplarse
la posibilidad de una variante de la Hb.

Las interferencias de la HbAlc relacionadas
a variantes de la Hb constituyen un desafio para
el monitoreo de personas con DBT. En general
las variantes de la Hb han sido detectadas por
HPLC de intercambio iénico, y las variantes
comunes de la Hb (HbS, HbC, HbD y HbE) no
interfieren la mayorfa de los inmunoensayos.“?

Las principales variantes de la Hb que han
sido descriptas en los paises de Latinoamérica
son HbS, HbC, HbE, alfa y beta talasemias.””
En Ecuador las variantes que han sido reportadas

Rev Nefrol Dial Traspl. 2017; 37 (4): 225-42. ISSN 0326-3428



Hemoglobina A1c métodos

son HbE, HbC y Hb fetal, la mayoria hetero-
cigotas (asintomdticas).”””” El porcentaje de
variantes de la Hb encontrado en las provincias
de Esmeraldas y de Imbabura ha sido elevado,
10.5% al 25.4% de la muestras estudiadas.”®7?)

Con respecto al origen, han sido reportadas
diferencias de la HbAlc en personas de origen
hispano en relacién a individuos de raza blan-
ca de origen no hispano en la poblacién que
reside en Estados Unidos, encontrando mayores
niveles de HbAlc en aquellos de origen mexi-
cano, comparado con los blancos de origen no
hispano.®%%? Avilés-Santa y col. han reporta-
do también que los hispanos nacidos en varios
paises de Centroamérica y en algunos paises
de Sudamérica, que residian en EEUU, tenian
mayores niveles de HbAlc que los indivi-
duos blancos no hispanos. Este incremento de
la HbAlc fue independiente de la glucemia en
personas sin alteraciones de la glucosa, en predia-
betes y en DBT no reconocida.®? Mejores estu-
dios son necesarios para determinar si estas dife-
rencias son debido al origen o a factores asociados
al pais donde viven. No encontramos reportes
que aludan a diferencias de la HbAlc clinica-
mente relevantes entre la poblacién hispana que
habita en sus paises de origen o en paises del
mundo desarrollado.

Carbamilacién de proteinas

La ERC y la DBT incrementan las modifi-
caciones de las proteinas cambiando su estruc-
tura y su funcién, la carbamilacién es una modi-
ficacién a nivel molecular que altera la Hb de
manera post-traduccional. Han sido reportados
menores niveles de HbAlc en individuos con
ND y ERC comparado a sujetos con DBT sin
ND.®289 Ademds en la ERC factores como la
anemia, la eritropoyetina, el déficit de hierro y
la acidosis han sido relacionados con alteraciones
de la HbA1c.(©8:87-88.90)

Tanto la glucosilacién como la carbamilacién
compiten por el mismo lugar de la HbA, el
sector amino terminal de las Valinas de la cade-
na beta de la Hb.®"® La carbamilacién indica
la unién no enzimdtica del 4dcido isocidnico,
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formada principalmente por la disociacién de la
urea a los grupos amino terminales de la Hb.®”
La carbamilacién depende de la concentracién
de nitrégeno ureico en la sangre (Blood Urea
Nitrogen, BUN) y del tiempo al que estuvie-
ron expuestas las proteinas al medio urémico.®”
Ecuacién: BUN (mg/dl) = Urea (mg/dl) / 2.1428.
En personas con ERC, didlisis y trasplante renal,
la exposicién prolongada a niveles incrementa-
dos de BUN ha incrementado la carbamilacién
de la Hb.®0

Hace algunas décadas existian importantes
interferencias entre la Hb carbamilada y la
HbAlc, los inmunoensayos eran mds exactos
que HPLC para medir HbA1c.“3¥ Actualmente
existen mejores ensayos, la HbAlc medida por
HPLC de intercambio idnico, inmunoensayo
o electroforesis capilar no es alterada por la
carbamilacién de la Hb, disipando las interfe-
rencias.”” Estudios recientes han reportado que
en la ERC los niveles de HbAlc medidos con
HPLC, electroforesis capilar e inmunoensayo
fueron semejantes, independientemente de los
niveles de BUN.9¢7)

La albimina tiene una vida media mds corta
que la vida media del eritrocito, y representaria la
glucemia de los 15 dias anteriores a la extraccién
de la muestra.®**” Sin bien la albimina glucosi-
lada ha sido considerada un buen marcador de la

84,86)

glucemia crénica en la ERC, ésta no ha sido

usada masivamente en la préctica clinica como
la HbAlc.

Estudios experimentales en modelos animales
de DBT tipo 2 con ERC, han cuestionado el uso
de la fructuosamina y de la albdmina glucosila-
da como una alternativa para el monitoreo de la
DBT yla ERC.®® Fue reportado que la albimina
sérica también es carbamilada en el mismo sitio
donde ocurre la glicacién, la Lisina 549, siendo
superior la carbamilacién de la albimina en
pacientes con ERC que en sujetos no urémicos.
09 Adicionalmente, la albumina carbamilada en
la lisina 549 fue identificada como un factor de
riesgo de mortalidad en personas con ERCT.®?

Por otra parte, asi como la homocitrulina,
la Hb carbamilada y la albimina carbamilada
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han sido consideradas biomarcadores sistémicos
de la carbamilacién,"® y la carbamilacién de
proteinas ha sido relacionada a mayor mortali-
dad cardiovascular, a ateroesclerosis, a alteracio-
nes del metabolismo de los lipidos, del sistema
inmune y a la progresion de la ERC.®Y En
breve, la glucosilacién de la Hb y de la albimina
son marcadores de hiperglucemia asi como la
carbamilacién de la Hb y de la albimina son
marcadores de uremia.

Anailisis de costos

En cuanto al anilisis de costos de la HbAlc,
hemos hecho un relevamiento de precios de la
HbAlc (agosto de 2017) en laboratorios clini-
cos de 10 paises de América del Sur: Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,
Paraguay, Perd, Uruguay y Venezuela. Hemos
preguntado el precio total de la HbAlc para
personas sin cobertura en salud, y el método de
determinacién de la HbAlc. Los datos son de
al menos 4 laboratorios por pais, ubicados en

2 o miés ciudades de cada pais (n=47). En los
10 paises de la regién el valor de la HbAlc en
délares (U$), expresados en media + desvia-
cién estandar, fue 21.23+10.47, mediana 18.50,
precio minimo 5.58 y precio maximo 46.78. Los
métodos utilizados fueron: HPLC, inmunoen-
sayos, métodos enzimdticos, método de afinidad
con boronato y electroforesis capilar. El precio
de la HbAlc por HPLC fue de U$ 22.30+10.606,
mediana U$ 20.83, precio minimo y mdximo U$
5.58'y $ 43.77 respectivamente. Adicionalmente,
el valor de la HbAlc medida por métodos dife-
rentes a HPLC fue de $ 20.82+10.53, mediana
U$ 18.19, precio minimo U$ 7.33 y precio méxi-
mo U$ 46.78. Estos precios fueron semejantes
a los de HPLC (valor de P 0.570, test de Mann
Whitney). El costo de la HbAlc discriminado
por pais se encuentra en la Tabla 2, en la Gltima
columna especificamos los valores de la HbAlc
medidos por HPLC. Los precios de la HbAlc de
los 10 paises estudiados fueron semejantes (valor

de P 0.105, test de Kruskal-Wallis).

Tabla 2. Precio de la HbAlc en los paises de Sudamérica

Minimo  Miximo Media DE HPLC
n (U$) (U$) (U$) (U$) (U$)
Argentina 5 18.61 38.52 27.02 8.95 18.6* - 38.5*
Bolivia 5 10.13 24.00 17.82 5.39 159 - 21.7
Brazil 5 5.58 46.78 22.17 16.06 5.6 -269 - 46.8*
Chile 5 7.33 43.77 18.38 15.03 12.0 — 43.8*
Colombia 5 15.00 4290 24.56 12.31 31.6
Ecuador 5 13.00 18.50 15.91 2.03 15.4
Paraguay 5 8.74 15.96 13.41 2.94 16.0
Peru 4 18.38 27.57 22.04 4.26 23.2
Uruguay -+ 19.13 43.86 31.32 13.14 20.8
Venezuela 4 13.50 35.00 21.98 9.27

Los valores de cada determinacién de la HbAlc estdn en délares norteamericanos (U$), Minimo: menor precio, Méximo:

mayor precio. DE: desviacién estdndar, * laboratorios certificados por NGSP

Los datos presentados indican que la mayo-
ria de las técnicas para medir HbAlc estin
disponibles en los paises de nuestra regién, inclui-
da HPLC. Para personas sin cobertura en salud,
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el precio de la HbAlc fue elevado, independien-
temente del nivel de ingresos del pais, el monto
en délares de cada determinacién fue semejante.
Ademds, encontramos que en la mayoria de los
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paises de Sudamérica no es mds costoso medir la
HbAlc por HPLC, un método considerado de
referencia, que hacerlo por otros métodos.

El valor de cada equipo para cuantificar
HbAlc por inmunoensayo en nuestro labo-
ratorio de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad Estatal de Milagro, Ecuador
(DCA-Vantage, Siemens) fue de U$ 2963.30, y
el precio de cada cartucho descartable U$ 7.7.
A estos aparatos los utilizamos en el laboratorio
para realizar las determinaciones de HbAlcy de
microalbuminuria, en el contexto de los estudios
de investigacién de la ND que estamos desarro
llandoenEcuador (NIH-NCT02237352, https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02237352 ).

Por otra parte, el costo de certificar por
NGSP laboratorios de nivel T (certificacién y
monitoreo de un método) es de U$ 5000.0, el
andlisis de datos trimestrales es de U$ 1000.0
por aplicacién, mientras que para certificar
laboratorios de nivel II el costo es de U$ 3500.0
y para los fabricantes de equipos, U$ 5000.0.

Estos nimeros representan parte de los
montos requeridos para lograr la estandarizacién
internacional de la HbA1c, en laboratorios clini-
cos y de investigacion en los paises de nuestra
region.

CONCLUSIONES

Numerosas personas padecen en la actuali-
dad DBT y sus terribles complicaciones. Ain no
hemos logrado que un enfermo de DBT con o
sin ND recupere su salud. Nuestro trabajo abar-
ca prevenir, diagnosticar, tratar las enfermedades
y aliviar el sufrimiento humano.

De manera multidisciplinaria hacer “lo
mejor” implica actuar segin lo que el estado
del arte indica. En nuestra regién es impor-
tante mejorar la calidad de los servicios en los
laboratorios clinicos, disponer de tecnologia
adecuada que ayude a tomar decisiones diag-
nésticas, prondsticas y terapéuticas individua-
lizadas. Necesitamos trabajar concentradamente
y multidisciplinariamente para hacer de la
HbAlc una herramienta confiable y disponible
para todas las personas.
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Si bien la HbAlc se relacioné con la DBT
hace 50 anos,""''% los ensayos para la HbAlc
han sido optimizados en las Gltimas décadas,
gracias a indispensables contribuciones de la
comunidad cientifica, quedando atn trabajo por
hacer. Si contamos con resultados de calidad, la
utilidad de la HbAlc ha sido demostrada. Para
los que formamos parte del sistema de salud
conocer detalles metodolégicos claves como el
bias y el CV, podria incidir en la toma de deci-
siones sobre los pacientes. Si nosotros no utiliza-
mos nuestra poderosa voz para lograr cambios
concretos ahora, en el lugar donde estamos,
¢quién llevard la luz de la ciencia a los millones
de individuos que padecen y padecerdn estas
terribles enfermedades en nuestra regién?
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