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A importancia da determinacao da hemoglobina e s on 0405
Aceito para publicagdo em 09/05/06

glicada no monitoramento das complicacoes Pbicadoen 206106
cronicas do diabetes mellitus

The importance of glycated hemoglobin determination in the management of chronic complications
associated with diabetes mellitus

Andreza Fabro de Bem'; Juliana Kunde?

TR resumo

Diabetes mellitus O diabetes é uma situacao clinica muito freqiiente que envolve cerca de 7% da populacdo mundial. Por
essa razao muitos esforcos tém sido empregados na implementacéo de métodos de monitoramento
e no desenvolvimento de terapias efetivas para o seu controle. A hemoglobina glicada (HbA1lc) é o
teste mais indicado na quantificacdo do risco de complicacdes cronicas em pacientes diabéticos. O
Complicagdes crénicas Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) e o United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS) concluiram que o risco de complicacdes em pacientes diabéticos é diretamente proporcional
ao controle glicémico, determinado através dos niveis de HbA1c. A medida exata e precisa da HbAlc
€ uma questdo importante para os laboratérios clinicos, sendo que vérios fatores podem afetar as
determinagdes, levando a resultados equivocados. O objetivo deste estudo é demonstrar os diferentes
métodos para a quantificacdo da HbA1c, bem como discutir os problemas mais freqiientes de padro-
nizacdo dessa determinacao.

Hemoglobina glicada

HbA1c

abstract ISR
Diabetes is a widespread disease, involving about 7% of the entire world population. For this reason, many efforts | Diabetes mellitus
have been devoted to the wide application of valid monitoring procedures and to the development of effective
therapeutic approaches. Glycated hemoglobin (HbA1c) is the pre-eminent factor for quantifying the risk of chronic
complications in patients with diabetes. The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) and United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS), demonstrated conclusively that risks for complications in patients with diabetes | chronic complications
are directly related to glycemic control, as measured by glycated hemoglobin (HbA1c). Accurate determination of
HbATc is an important issue for clinical laboratories and several factors may affect and lead to erroneous results.
The main objective of this study is to show the different methods for glycated hemoglobin quantification and to
discuss the most frequent problems of standardization glycated hemoglobin measurements.

Glycated hemoglobin

HbA1c

Introdugéo Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA)

. . , . . apresentou novas recomendacoes sobre o diagndstico e
O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etio- P ¢ g

logia mltipla decorrente da falta de insulina e/ou da
incapacidade da insulina em exercer adequadamente

classificacdo do DM@, as quais sdo revisadas anualmen-
te®. O método diagndstico recomendado é a dosagem

seus efeitos®. E uma situacdo clinica freqiiente que de glicemia em jejum e o teste de tolerancia a glicose
acomete cerca de 7,6% da populagdo adulta entre 30 (TTG) em algumas circunstancias. Em consenso recente
e 69 anos(® e 0,3% das gestantes. da ADA, o limite méximo da normalidade da glicemia
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de jejum passou a ser de 99mg/dl, sendo que a glicemia
de jejum inapropriada (pré-diabetes) estd definida entre
100 e 125mg/dIT®.

As conseqliéncias do DM a longo prazo acontecem
devido a alteragcbes micro e macrovasculares que levam a
disfuncédo, dano ou faléncia de vérios 6rgdos. As compli-
cagdes cronicas compreendem a nefropatia, com possivel
evolugdo para insuficiéncia renal, a retinopatia, com possibi-
lidade de cegueira, e a neuropatia, com risco de Ulceras nos
pés, amputacdes, artropatia de Charcot e manifestacoes de
disfuncdo autondmica, incluindo disfungao sexual. Pessoas
com diabetes apresentam elevado risco de doenca vascu-
lar aterosclerética, como as doengas coronariana, arterial
periférica e vascular cerebral(®.

A dosagem da glicose no sangue ndo constitui para-
metro eficiente para avaliacdo do controle da glicemia
durante um intervalo de tempo prolongado®. Nesse
sentido, a dosagem da hemoglobina glicada (HbA1c) tem
papel fundamental na monitorizagdo do controle glicémico
em pacientes diabéticos, pois fornece informagdes acerca
do indice retrospectivo da glicose plasmatica®: & 21 24 29),
A grande vantagem da HbA1c esta no fato de néo sofrer
grandes flutuacdes, como na dosagem da glicose plasma-
tica, bem como estar diretamente relacionada ao risco de
complicagdes em pacientes com DM tipos 1 e 2®.

Do ponto de vista metodoldgico, a dosagem de HbA1c
evoluiu consideravelmente desde o inicio de seu uso em
rotina diagnéstica. No principio, os métodos disponiveis
baseavam-se em cromatografia de troca i6nica, que
apresentava como inconvenientes grande dependéncia
da temperatura ambiente e da qualidade dos tampdes, e
interferéncia de hemoglobinas anormais (S, C, etc.). A se-
guir desenvolveram-se métodos mais estaveis, baseados na
cromatografia de afinidade, que apresentavam, entretanto,
dificuldades de automacéo e uso intensivo de mao-de-obra,
0 que ocasiona, em consequiéncia, uma reprodutibilidade
longe da ideal®®. Uma dosagem precisa e reprodutivel
da HbA1c é de fundamental importéancia, principalmente
quando se pretende usa-la como base para variacdes em
regimes de terapia intensiva, e tem sido uma preocupacao
constante descrita na literatura recente® 4 30,

Complicagoes do diabetes mellitus

As complicagbes cronicas do DM sdo as principais respon-
saveis pela morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos.
As doencas cardiovasculares representam a principal causa de
morte (52%) em pacientes diabéticos do tipo 2(1®.

A estratégia de prevencdo das complicacdes cronicas
do diabetes baseia-se no controle da hiperglicemia para
tratamento precoce de suas complicacdes. E consenso a
necessidade da manutencdo de um controle glicémico sa-
tisfatorio em todos os pacientes, isto €, um grau de controle
que previna a sintomatologia aguda e crénica atribuida a
hiperglicemia e a hipoglicemia®.

No DM1 este controle glicémico satisfatério é capaz
de prevenir/retardar complicagdes microvasculares e neu-
ropéticas, como demonstrado pelos dados do Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT)®. Este estudo
acompanhou 1.441 individuos com DM1 randomizados em
dois grupos: um com tratamento insulinico intensivo (trés
ou mais injecdes didrias de insulina) e outro em tratamento
convencional (uma a duas inje¢des de insulina por dia). Apds
6,5 anos o estudo demonstrou que o tratamento intensivo
viabiliza um controle satisfatério com niveis médios de
HbATc de 7%, prevenindo o aparecimento e reduzindo a
progressdo de nefropatia, retinopatia e neuropatia diabé-
ticas, quando em comparagdo com o controle obtido pelo
tratamento convencional, no qual os niveis de HbA1c séo,
em média, 9%.

A nefropatia esta presente em 15% a 20% dos pacientes
com DM2 e em 30% a 40% dos diabéticos tipo 1 com longa
evolugdo. Trata-se da principal causa de insuficiéncia renal
em pacientes que fazem dialise®. Os dados combinados
do DCCT demonstram que o controle glicémico satisfatrio
do DMT1 pode reduzir a incidéncia de microalbumintria em
39% e de albumindria em 54%®. A retinopatia diabética
acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos e é a prin-
cipal causa de cegueira em pacientes entre 25 e 74 anost™".
O DCCT mostrou que o controle satisfatorio da glicemia
pode reduzir a incidéncia de retinopatia em 76% e sua
taxa de progressdao em 54%®. A neuropatia diabética é a
complicacdo mais freqiiente e precoce do DM, podendo
atingir 80% a 100% dos pacientes a longo prazo e sendo
retardada pelo controle glicémico rigoroso. O pé diabético
é a principal lesdo de extremidade, sendo assim denomi-
nado devido as leses dos pés decorrentes da neuropatia
e, principalmente, da doenca vascular periférica. Pacientes
diabéticos tém em torno de 15 vezes maior risco de sofrer
amputacdes que os ndo-diabéticos e 20% dos amputados
morrem em dois anos®.

A glicacdo ndo-enzimatica de proteinas ou reacdo de
Maillard € um processo ligado a hiperglicemia cronica, a
qual, por sua vez, ocasiona uma série de alteracdes fisiol6-
gicas importantes no desenvolvimento das complicagbes
cronicas do diabetes®. Como pode ser observado na
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Figura 1, a reacdo de Maillard é subdivida em trés estagios:
inicial, intermediério e tardio. No estégio inicial, a glicose
(ou outros aglcares redutores como frutose, galactose,
manose e xilose) reage com grupamentos amino livres de
vérias moléculas, incluindo proteinas, acidos nucléicos e
lipides, formando um composto instavel chamado base
de Schiff. Esta molécula sofre um rearranjo, produzindo
uma cetoamina estavel, o produto de Amadori. Como essa
reacdo nao requer a participacdo de enzimas, as variaveis
que regulam os niveis dos produtos glicosilados in vivo
sdo: a concentracdo de glicose e proteina, a meia-vida da
proteina e sua reatividade com os grupamentos amino.
No estado intermediério, através de reacdes de oxidacao
e deidracdo, os produtos de Amadori sdo degradados em
compostos carbonil (glioxal, metilglioxal e deoxiglicosona),
0s quais sdo muito mais reativos que os aclcares dos quais
foram originados, agindo como propagadores de reacdes
com grupamentos amino de vérias proteinas, originando
de forma irreversivel compostos insoldveis, freqlientemente
fluorescentes, usualmente chamados produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs). Estes se acumulam no organis-
mo, sendo responséveis pelas complicagdes cronicas do
diabetes™. Os trés mecanismos pelos quais os AGEs causam
dano tecidual sdo ligagdo a macromoléculas, interacdo com
receptores especificos e acumulagdo intracelular”.
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Produtos Finais de Glicagdo Avangada (AGEs)

(Produto de Amadori)

Figura 1 - Estdgios da glicagdo ndo-enzimdtica das proteinas (adaptado de Lapolla
etal, 2004)

Hemoglobina glicada

A determinacao dos produtos de glicacdo (produtos de
Amadori) é rotineiramente analisada através da dosagem
da HbA1lc, a qual é utilizada para avaliacdo do controle
metabdlico nos pacientes diabéticos.

A HbA1c origina-se por meio de uma reacéo irreversivel
entre a glicose sangiiinea e o aminoécido valina N-terminal
da cadeia beta da hemoglobina A. A HbAlc representa
aproximadamente 80% da fracdo das hemoglobinas A,,
também chamadas de répidas, sendo esta denominagéo
resultado do processo de separacéo eletroforética®).

Em um individuo ndo-diabético, cerca de 4% a 6% do
total de HbATc apresenta-se glicada, enquanto que no
diabético com descontrole acentuado esta porcentagem
pode atingir niveis duas a trés vezes acima do normal®@>.
Niveis de HbATc acima de 7% estdo associados a um risco
progressivamente maior de complicacdes cronicas. Por isso,
o0 conceito atual de tratamento do diabetes por objetivos
define 7% como o limite superior acima do qual estd indi-
cada a revisao do esquema terapéutico em vigort 19,

As outras fracbes da hemoglobina A, originam-se da
ligacdo de outros elementos a por¢do valina N-terminal
da cadeia beta da hemoglobina A: A, , (frutose 1,6-bi-
fosfato), A, , (frutose 6-fosfato) e A, (acido pirdvico).
Quando o processo de glicacdo ocorre em outros pontos
da cadeia beta e na cadeia alfa, origina-se a molécula de
hemoglobina glicada A . O somatério de todas as fracbes
da hemoglobina A, e A resulta na chamada hemoglobina
glicada total®@.

No processo de génese da HbAlc, observa-se a for-
macado de uma base de Schiff denominada também de
aldimina ou pré-Alc. O ritmo de formag&o desse composto
é diretamente proporcional a concentracdo de glicose
plasmatica, sendo que esta molécula pode dissociar-se ou
formar uma cetoamina estével, ndo mais dissociavel, agora
denominada de HbA1c®.

Alguns métodos disponiveis no mercado para dosagem
da hemoglobina glicada conseguem separar a fracao HbA1c
das outras moléculas analogas, ou seja, a base de Schiff, a
hemoglobina A e as outras fracbes da hemoglobina A,. Os
métodos que ndo conseguem caracterizar esses elementos
podem, potencialmente, gerar valores ndo-compativeis com
o real estado de controle dos niveis glicémicos('2.

O nivel de hemoglobina glicada é resultado de todas
as hemacias circulantes no organismo, desde a mais velha
(120 dias) a mais jovem. Porém a glicose dos Gltimos 30
dias antes da dosagem da hemoglobina glicada contribui
com praticamente 50% da HbAlc, enquanto os niveis
glicémicos dos Ultimos dois a quatro meses contribuem
com aproximadamente 25%. Conclui-se, desta forma,
que a hemoglobina glicada reflete, na realidade, a média
ponderada do niveis glicémicos de 60 a 90 dias antes do
exame(7, 24,25, 32)‘
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Metodologias para quantificacao
da hemoglobina glicada

Embora mais de 20 procedimentos diferentes estejam
disponiveis para a quantificacdo da HbA1c"® em termos
de rotina laboratorial, podemos dividir estas metodologias
em dois grandes blocos, segundo o principio utilizado na
separacdo da fracdo glicada da nao-glicada.

Como pode ser observado na Tabela 1, dependendo
da metodologia empregada, o resultado podera refletir,
por exemplo, o total de hemoglobina glicada ou apenas
uma das fragdes glicadas, como a HbA1c. Essas diferencas
sao muito importantes no momento da interpretacdo dos
resultados, bem como na identificacéo de possiveis inter-
ferentes metodoldgicos.

Na cromatografia por troca idnica, a hemoglobina
nao-glicada apresenta uma carga positiva, ajustando-se o
pH do meio reacional, quando comparada a hemoglobina
glicada, o que a faz interagir mais com uma coluna catio-
nica (carga negativa). O fluxo de um tampéao adequado na
resina permite eluir a fracdo glicada, portanto separando-a
da néo-glicada pela carga da molécula de hemoglobina®™.
Essa metodologia esta disponivel em minicolunas croma-
togréficas ou em sofisticados sistemas de high performance
liquid chromatography (HPLC), os quais podem apresentar-se
completamente automatizados.

A cromatografia de afinidade utiliza derivados do acido
borénico, como o acido m-aminofenilborénico, imobiliza-
dos em uma resina. O acido bordnico reage com cis didis
(compostos que apresentam duas hidroxilas no mesmo
lado, como a molécula de glicose), portanto a separacéo
das fracdes glicada e ndo-glicada se da pela porcéo aclcar,
ficando a hemoglobina glicada retida na coluna enquanto

a nao-glicada (ou HbA,) é eluida da mesma pelo fluxo de
um tampdo. Este principio metodoldgico quantifica prima-
riamente a hemoglobina glicada total”.

As referidas caracteristicas entre os principios devem
ser analisadas com cautela quando se pretende caracterizar
vantagens e desvantagens dos referidos procedimentos.
Os sistemas automatizados e semi-automatizados dis-
poniveis possibilitam aos dois processos performances
semelhantes em termos de imprecisao (reprodutibilidade
medida pelo coeficiente de variagdo) e sensibilidade, eli-
minando também os principais problemas do sistema de
troca i6nica, como a influéncia da temperatura ambiente
sobre a capacidade de ligacdo da resina e a interferéncia
da fracao 1abil@®.

A Tabela 2 compara as principais caracteristicas dos
sistemas cromatogréaficos de troca i6nica e de afinidade. Os
dois principios metodolégicos séo diferentes e, portanto,
separam populacdes de hemoglobinas glicadas diferentes.
Na troca i6nica, a separacdo ocorre pela carga da molécula
de hemoglobina, portanto patologias que alteram a carga
da hemoglobina poderdo afetar sua interacdo com a resina
e produzir resultados falsos. Por exemplo, hemoglobinopa-
tias, carbamilacdo da hemoglobina, ou, ainda, a possibilida-
de de drogas (como o 4cido acetilsalicilico em altas doses)
que podem ligar-se a hemoglobina, alterando-lhe a carga.
Na cromatografia de afinidade, a separacdo, ocorrendo
pela fracao glicada, ndo sofre influéncia das hemoglobinas
variantes ou de outras alteracdes na estrutura protéica. No
entanto, esse processo nao quantifica uma fracdo, mas sim
o conjunto total das hemoglobinas glicadas.

Os resultados para hemoglobina glicada obtidos pelos
métodos de cromatografia de troca idnica e afinidade,
embora altamente correlacionados, ndo sao iguais, sendo

Tabela 1 Principais métodos para quantificar a hemoglobina glicada

Principio
Separacdo pela diferenca na carga

Eletroforese

Separacdo pela diferenca estrutural

Métodos
HPLC (troca idnica)
Troca idnica (coluna)

HPLC (afinidade)
Afinidade (coluna)
Imunoensaio

Componente medido
HbAlc
HbAlc

HbA,
HbAlc
HbA,

Hb glicada total
Hb glicada total

HbA1lc

Adaptado de Sacks, 1999.
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Comparacao entre as principais caracteristicas dos sistemas cromatograficos de troca ionica e

Tabela 2
Caracteristicas
Utilidade clinica
Fracao quantificada

afinidade

Suscetibilidade do ensaio a variacao
de temperatura

Interferéncia por hemoglobinas
variantes (com alteracao na carga,
como Hb S e C)

Interferéncia por hemoglobina car-
bamilada, outras drogas que alterem
a carga da hemoglobina

Possibilidade de automacao

Cromatografia por troca ionica
Satisfatoria
HbA, ou HbAlc
Interferéncia da fracdo labil (pré-A ) Pode ocorrer (passivel de eliminacdo)

Sim

Sim

Sim

Sim

Cromatografia por afinidade
Satisfatéria
Hb glicada total (HbAlc calculada)
Minima
Pouca influéncia

Nao

Nao

Sim

Adaptado de Turpenein, 1995.

essa desigualdade muito mais evidente nos pacientes
com diabetes mal controlado, quando a glicemia média
sangiiinea é maior.

Principais interferéncias na
determinacéo da hemoglobina glicada

Patologias que alterem a vida média da hemacia (e con-
sequentemente da hemoglobina) alteram os resultados de
hemoglobina glicada realizados por qualquer metodologia.
Portanto, este ensaio requer, para sua plena interpretacéo,
que as hemadcias apresentem uma vida média normal. As
doencas que cursam com anemia hemolitica ou estados he-
morragicos podem resultar em valores inapropriadamente
diminuidos por encurtarem a sobrevida das hemécias®@+2632;
patologias que aumentam a vida média da hemécia, como
as anemias por caréncia de ferro, vitamina B12 ou folatos,
podem resultar em valores inapropriadamente elevados por
aumentar a sobrevida das hemacias@®*2632),

A dosagem de hemoglobina glicada em pacientes por-
tadores de hemoglobina variante heterozigética (exemplos:
hemoglobinas S, C, Graz, Sherwood, Forest, D, Padoya)
resulta em valores falsamente elevados ou rebaixados,
conforme a metodologia aplicada. O método HPLC pode
identificar a presenca de hemoglobina anémala, permitindo
uma analise mais critica do resultado obtido; j& os métodos
de imunoensaio ndo sdo capazes de detectar a presenca de
hemoglobinas variantes?:'%23),

A quantificacdo da hemoglobina glicada ndo é aplicavel
nas hemoglobinopatias homozigéticas, independente da
metodologia utilizada, em funcéo da auséncia de hemoglo-
bina A. Essa condicdo necessita ser rastreada e confirmada
pelos métodos usuais para o estudo das hemoglobinopatias.
Nessas situacOes, exames alternativos, como a frutosamina
e a albumina glicada, podem ser Gteis? 2.

Hipertrigliceridemia, hiperbilirrubinemia, uremia, alco-
olismo cronico, ingestdo cronica de salicilatos e opidceos
podem interferir em algumas metodologias, produzindo
resultados falsamente elevados?- %2, Em pacientes com
nefropatias cronicas, os resultados da hemoglobina glicada
devem ser avaliados com cautela. Se medida como HbATc
por troca ibnica, o resultado pode sofrer interferéncia da
carbamilacdo da hemoglobina devido a uremia intensa,
independente do principio metodoldgico pela anemia
quase sempre presente nestas patologias®?.

A presenca de grandes quantidades de vitaminas C e E é

descrita como fator que pode induzir resultados falsamente
diminuidos por inibirem a glicacéo da hemoglobina®®.

Pontos importantes a ressaltar no uso
clinico da hemoglobina glicada

A determinagdo dos niveis da HbA1c é a melhor opgéo
para a avaliacdo do controle glicémico em médio e longo
prazos. Entretanto, esse processo néo é indicado para o
diagnéstico do DM@ 29,
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A hemoglobina glicada deve ser medida rotineiramente
em todos os pacientes com DM para documentar o grau
de controle glicémico. As metas de tratamento devem ser
baseadas em resultados de estudos clinicos prospectivos e
randomizados, como DCCT e o United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS). Esses estudos mostraram uma cor-
relacdo entre o controle glicémico, quantificado por determi-
nacOes seriadas de HbA1c, e os riscos de desenvolvimento e
progressao das complicacdes cronicas do diabetes® 229,

Os testes de HbATc devem ser realizados pelo menos
duas vezes ao ano por todos os pacientes diabéticos e qua-
tro vezes por ano (a cada trés meses) por pacientes que se
submeterem a alteracbes do esquema terapéutico ou que
nao estejam atingindo os objetivos recomendados com o
tratamento vigente®?.

Niveis de HbA1cacima de 7% estado associados a risco
progressivamente maior de complicagdes cronicas. Por isso
o0 conceito atual de tratamento do diabetes por objetivos
define em 7% o limite superior acima do qual esté indicada
a revisdo do esquema terapéutico em vigor® 2,

Consideracoes finais

Os estudos prospectivos de intervencdo, DCCT e UKPDS,
demonstraram de forma inequivoca que a manutencdo de
taxas glicémicas em valores préximos do normal avaliadas
pelo teste de hemoglobina glicada é acompanhada de
reducdo significativa do surgimento e da progressao das
complicagdes microvasculares, tanto em diabéticos tipo 1
(DCCM)1), quanto tipo 2 (UKPDS)"®. Nesse sentido, o
teste de HbATc é fundamental no acompanhamento dos
diabéticos, sendo que o resultado encontrado é determi-

nante na conduta médica adotada para estes individuos.
E 0 exame mais informativo disponivel no momento em
relacdo a prevencao de complicagdes cronicas e no controle
do diabetes mellitus.

Os métodos baseados em HPLC apresentam o potencial
de automacao e a reprodutibilidade desejaveis. Em funcado
disso, o DCCT® adotou o HPLC como o método de refe-
réncia interino até haver algum definitivo, o qual demonstre
excelente precisao, boa reprodutibilidade, baixa influéncia
nos resultados da presenca de hemoglobinas anormais, bem
como da possibilidade de total automatizacdo. No Brasil, o
Posicionamento Ofical 2004©2 recomenda que os labora-
térios clinicos déem preferéncia aos métodos rastreaveis ao
DCCT, conforme certificado do National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP), uma vez que ndo existe
ainda programa semelhante no pais. Além disso, o labora-
tério deve participar ativa e regularmente de um programa
de ensaios de proficiéncia especffico.

Como esté evidente que a quantificacdo da hemoglo-
bina glicada é dependente da metodologia empregada,
é recomendavel que os controles do mesmo paciente
diabético sejam realizados sempre no mesmo laboratdrio
ou pelo menos em laboratérios que apresentem metodo-
logias semelhantes. Devido ao grande ndmero de fatores
que podem afetar os diferentes métodos, cada laboratério
deve estar atento as fontes de erros que podem alterar
seus resultados. Embora a maioria dessas interferéncias
esteja relatada na literatura internacional, os resultados
dos estudos sdo contraditérios®?. Os laboratérios clinicos
devem estar preparados para fornecer resultados exatos e
precisos na determinacéo da HbA1c, para ajudar o clinico
na prevencdo das complicacdes cronicas do DM.
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