
Ricardo Marques Brugger 

 

 

 

 

 

 
CORRELAÇÃO DOS RESULTADOS ACIMA DA LINEARIDADE PARA HbA1c 

POR HPLC COM PERFIS HETEROZIGÓTICOS PARA HEMOGLOBINAS 
VARIANTES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 
ao Curso de Pós-Graduação - “LATO SENSU “ 
em Hematologia Laboratorial e 
Imunohematologia de Banco de Sangue 

 

Orientadores: Dr. Paulo César Naum; 

 Dr. Flávio Augusto Naum 

 

 

 

 

 

 

 

 

SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 

2018 

 



3 

 

CORRELAÇÃO DOS RESULTADOS ACIMA DA LINEARIDADE PARA HbA1c 
POR HPLC COM PERFIS HETEROZIGÓTICOS PARA HEMOGLOBINAS 

VARIANTES 
 
Autor: BRUGGER, Ricardo Marques 

 

Resumo: A hemoglobina glicada (Hba1c), é um parâmetro importante no controle glicêmico 

de pacientes com diabetes mellitus. Estudos clínicos evidenciam que a melhora no controle 

glicêmico está fortemente associada com a diminuição no desenvolvimento e/ou progressão 
das complicações em diabetes mellitus tipos 1 e 2.  

A medida exata e precisa da hemoglobina glicada é uma questão importante para os 

laboratórios clínicos, podendo afetar diretamente no tratamento e controle de pacientes 
quando obtidos resultados errôneos7. 

Nesta revisão, serão abordados critérios de liberação dos resultados que estiverem acima 

da linearidade na metodologia por (HPLC), diferenciando pacientes com diabetes mellitus, 

daqueles com elevação para A1c devido o perfil heterozigoto para hemoglobinas variantes4. 

O método para hemoglobina glicada (Hba1c) podem ser diferentemente afetado por esta 
interferência8.  

O laboratório deve estar seguro para estes fatores, a fim de se evitar conduta inadequada 
na interpretação clínica e liberação dos resultados6.  

 
Abstract: Glycated hemoglobin (Hba1c) is an important parameter in the glycemic control 

of patients with diabetes mellitus. Clinical studies evidence that the improvement in glycemic 

control is strongly associated with a decrease in the development and / or progression of 

complications in type 1 and type 2 diabetes mellitus. 

 

Accurate and precise measurement of glycated hemoglobin is an important issue for clinical 

laboratories, and may directly affect the treatment and control of patients when erroneous 

results are obtained7. 

 

In this review, criteria for releasing results that are above linearity in the methodology by 

(HPLC) will be addressed, distinguishing patients with diabetes mellitus from those with 

elevation to A1c due to the heterozygote profile for variant hemoglobins4. The method for 

glycated hemoglobin (Hba1c) may be differentially affected by this interference8. 
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The laboratory should be safe for these factors, in order to avoid inappropriate behavior in 

clinical interpretation and release of the results6. 
 
Palavras-chaves: Hemoglobina glicada, Diabetes mellitus, Hemoglobinas variantes, 

Cromatografia líquida de alta performance (HPLC), Perfil heterozigoto, Imunoturbidimetria. 

 

 
1.0 INTRODUÇÃO 
 
A hemoglobina glicada (HbA1c) corresponde a 80% da fração glicada de HbA1 e reflete o 
nível médio de glicose no sangue correspondente a cerca de 120 dias precedentes à sua 
dosagem¹. É utilizada para monitorar os níveis de glicose sanguínea a longo prazo em 
pacientes diagnosticados ou em investigação para diabetes mellitus².  

A Imunoturbidimetria consiste na avaliação através da interação com anticorpos anti-HbA1c, 
formando assim complexos solúveis de antígeno-anti-HbA1c. A cromatografia líquida de alta 
performance (HPLC) é uma técnica baseada na separação das diferentes frações de 
hemoglobinas por troca iônica³. 

O método por HPLC para detecção e quantificação da HbA1c é considerado preciso e 
referência entre os principais estudos da área, mas uma das dificuldades é com relação à 
sua dosagem em pacientes portadores de hemoglobinas variantes, nos quais resultados de 
A1C falsamente elevados ou diminuídos podem ser observados. Em contrapartida, a análise 
adequada dos cromatogramas permite a identificação dessas hemoglobinas e resultados 
mais criteriosos e enriquecidos do que na Imunoturbidimetria. 

 
2.0 OBJETIVO 
 
Padronizar os critérios de liberação para resultados obtidos acima da linearidade na 

metodologia de HPLC, diferenciando pacientes diagnosticados com diabetes mellitus 
daqueles com elevação para A1c devido ao perfil heterozigoto para hemoglobinas variantes.  
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3.0 MATERIAL E MÉTODO 

Foram selecionadas 49 amostras com resultados superiores a 16% para HbA1C por HPLC. 

As concentrações obtidas foram comparadas com as metodologias de Imunoturbidimetria 
(TINA-QUANT), Eletroforese de Hemoglobina (ELFHB-HPLC) e glicemia em jejum.  

 

4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No decorrer da validação foram observados 19 casos com valores obtidos por HPLC dentro 

da linearidade estabelecida pelo método (19,0%) reproduzindo nas diversas metodologias 

(Figura 1). Nos 14 resultados entre 19%-23%, em 12 foi observada compatibilidade entre as 

metodologias (Figura 2). Em contrapartida, em 2 resultados observa-se a reprodução do 

índice de P2 (ELFHB) correlacionando com A1C por HPLC, mas discordantes da 

concentração consideravelmente inferior obtida por imunoturbidimetria, sendo um indicativo 

da presença de hemoglobina variante com tempo de retenção próximo de A1C (Figura 3). 

Foram obtidos 16 resultados com faixa de concentração entre 39%-48%, nos quais ficou 

evidente a presença de hemoglobina variante interferindo na metodologia HPLC, 

reproduzidos na ELFHB e com resultados consideravelmente inferiores na 
imunoturbidimetria (Figura 4). 
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(Figura 1) 

 

 

Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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(Figura 2) 

 

Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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(Figura 3) 

 

Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 

 

 

 

 



11 

 

 

 

Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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(Figura 4) 

 

 

Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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5.0 – ANEXO 

ELFHB HBA1C
09/05/2017 53-2108325 43,0 1187,4 11,6 286,2 41,6 0,3 3,0
09/05/2017 51-2840666 41,3 1138,6 7,2 159,9 39,4 0,7 3,2
10/05/2017 52-9420230 16,0 412,5 15,1 386,7 14,7 1,0 2,2
10/05/2017 50-1202638 18,5 484,3 18,2 475,6 16,9 0,5 2,0
10/05/2017 59-1575298 17,2 446,9 17,6 458,4 16,0 0,3 2,3
10/05/2017 54-2216314 16,0 412,5 15,0 383,8 14,9 0,3 2,4
10/05/2017 57-8725407 16,5 426,9 14,6 372,3 15,6 0,5 2,3
10/05/2017 50-1211577 22,4 596,2 LIPEMIA (2006 TRIG) Falha na dosagem 21,1 0,5 2,1 748 11/5 (LV)
11/05/2017 55-1442513 18,3 478,5 Falha na dosagem Falha na dosagem 17,9 0,3 2,1 453  9/5 (LC)
11/05/2017 58-9952627 18,9 495,7 Falha na dosagem Falha na dosagem 17,9 0,2 2,0 350  10/5 (LC)
11/05/2017 57-8756742 20,8 550,3 6,3 134,1 20,5 0,5 1,7
11/05/2017 55-1443758 43,7 1207,5 6,3 134,1 39,8 0,4 3,1
12/05/2017 50-1224096 22,9 610,5 Falha na dosagem Falha na dosagem 21,9 0,3 2,0 464 13/05 (LV)
12/05/2017 50-1239312 16,4 424,0 16,7 432,6 15,4 0,5 2,4
12/05/2017 52-9437336 16,1 415,4 15,8 406,8 15,1 1,5 2,3
12/05/2017 55-1445912 16,1 415,4 Falha na dosagem Falha na dosagem 14,5 0,3 2,4 296  10/5 (LC)
13/05/2017 50-1245794 16,1 415,4 17,7 461,3 15,1 0,3 2,3
13/05/2017 56-4312446 16,0 412,5 16,7 432,6 15,0 0,2 2,5
13/05/2017 56-4303196 16,4 424,0 17,6 458,4 15,5 0,2 2,2
16/05/2017 57-8782694 18,8 492,9 Falha na dosagem Falha na dosagem 18,7 0,6 1,9 498 12/5 (LC)
17/05/2017 59-1617322 16,1 415,4 Falha na dosagem Falha na dosagem 15,9 1 2,4
17/05/2017 55-1483174 3,7 59,5 5 96,8 0,5 3,2 P3=38 P3=35,2
24/05/2017 53-2215728 3,7 59,5 5,7 116,9 2,2 2,5 P3= 45,7 P3= 42,6
27/05/2017 50-1331216 20,7 547,4 5,5 111,2 20,6 0,5 2,4
30/05/2017 53-2254941 21,5 570,35 Falha na dosagem Falha na dosagem 20,1 0,7 2
03/06/2017 56-4484639 46,6 1290,72 4,6 85,3 46,9 0,7 2,9
08/06/2017 57-8922551 42,0 1158,7 Falha na dosagem Falha na dosagem 46,5 0,4 2,9 94 01/06 (LC)
09/06/2017 57-8909840 47,2 1307,94 5,4 108,3 47,1 0,4 3
10/06/2017 911851051008 19,8 521,56 Falha na dosagem Falha na dosagem 19,1 0,5 2,3
11/06/2017 56-4551167 21,4 567,48 Falha na dosagem Falha na dosagem 19,3 0,5 2,2 410 08/06 (LV)
15/06/2017 13-1028347 20,5 541,65 Falha na dosagem Falha na dosagem 20,4 0,3 2,1 608  13/06 (LV)
15/06/2017 57-8965713 19,8 521,56 Falha na dosagem Falha na dosagem 20,1 1,9 2,3
15/06/2017 55-1672427 19,5 512,95 Falha na dosagem Falha na dosagem 19,2 0,2 2,3
16/06/2017 57-8970812 47,6 1319,42 5,2 102,5 46,8 0,3 3
15/06/2017 57-8976585 44,3 1224,71 5,2 102,5 3 1 2,2
05/06/2017 58-1130326 42,2 1164,44 4,6 85,3 45,6 0,2 2,9
04/06/2017 57-8905620 3,5 53,75 5,3 105,4 3,3 1 2,2
13/05/2017 51-2885671 18,3 478,51 Falha na dosagem Falha na dosagem 17,9 0,2 2,2
13/05/2017 50-1224096 22,9 610,53 Falha na dosagem Falha na dosagem 21,9 0,3 2
13/05/2017 50-1239312 16,4 423,98 16,7 432,6 15,4 0,5 2,4
23/06/2017 59-1921752 20,9 553,13 Falha na dosagem Falha na dosagem 19,6 0,3 2 395,20 21/06 (LC)
29/06/2017 54-2550593 47,8 1325,16 5,3 105,4 46,7 0,3 2,8
30/06/2017 53-2498011 42,6 1175,92 5,6 114,0 40,3 0,3 3,3
01/07/2016 51-3288617 40,2 1107,04 10,1 243,2 41 0,4 3,1
05/07/2017 51-3322339 40,8 1124,26 7,2 159,94 40,1 0,8 3,1
10/07/2017 57-9078654 19,3 507,21 Falha na dosagem Falha na dosagem 19,7 0,3 2
10/07/2017 50-1593520 20,1 530,17 Falha na dosagem Falha na dosagem 12,6 0,4 3,1
21/07/2017 51-3432200 39 1072,6 8,5 197,25 38,3 0,3 3,5
25/07/2017 55-1922456 43,8 1210,36 9,3 220,21 48,6 0,4 2,8
25/07/2017 56-4913280 43,1 1190,27 4,6 85,32 43,9 0,8 3
06/08/2017 56-5026572 18,4 481,38 17,7 461,29 17,4 0,4 2,3
06/08/2017 50-1795624 18,4 481,38 Falha na dosagem Falha na dosagem 17,3 0,7 2 395 04/08 (LC)

P3 
Glicemia (mg/dL)Data

Glicemia Estimada     
(mg/dL) P2 F A2

ELFHB
Nº do pedido Resultado A1C (%) Resultado COBAS (%)

Glicemia Estimada     
(mg/dL)

P3= 47,8/P3= 45,3

P3=48,0

ELFHB - S = 29,1

 
Fonte: Resultados extraídos do equipamento Variant II (HPLC), laboratório Hermes Pardini (2017) 
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6.0 CONCLUSÃO 
 
Diante dos resultados obtidos conforme planilha e gráficos anexos pode-se concluir que a 

dosagem de Hba1c por HPLC, pode sofrer interferência na presença de hemoglobinas 
variantes, sendo esta, menor pelo método de Imunoturbidimetria. 

É de fundamental importância este conhecimento técnico de um profissional de análises 

clínicas, para que possa emitir laudos de resultados precisos, cabendo apenas ao médico 

preceptor, traçar qual a melhor conduta e metodologia de controle glicêmico para seu 
paciente. 
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