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RESUMO

Adosagem de hemoglobina Alc (HbAlc) é comumente realizada em pacientes com diabetes 7zellitus para monitorar o controle glicémico
nos Ultimos trés a quatro meses. A hemoglobina carbamilada — hemoglobina que se liga a0 4cido isocianico derivado da ureia — é uma
das possiveis interferéncias analiticas no paciente urémico. Quando medida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) por troca
ionica, a hemoglobina carbamilada forma um pico que se sobrepde ao pico da HbAlc, causando um resultado falsamente elevado da
HbA1lc. Relatamos o caso de um homem de 60 anos de idade que apresentava um aumento espurio de HbAlc, com alto pico de hemoglobina
carbamilada desproporcional ao valor de ureia. A andlise subsequente da hemoglobina usando eletroforese de hemoglobina e sistema de
teste de hemoglobina por HPLG sugeriu a variante de hemoglobina J (Hb J). Nosso caso destacou a possibilidade de interpretagio enganosa
da HbAlc na presenga de um pico alto de hemoglobina carbamilada, mas no proporcional a0 valor da ureia. Neste estudo, foi detectada a
HbJ. Um método isento de interferéncia de variantes da hemoglobina deve ser idealmente usado, e 0 monitoramento do controle glicémico
deve ser feito usando métodos alternativos, como frutosamina sérica ou monitoramento continuo da glicose.

Unitermos: hemoglobina A glicada; cromatografia liquida de alta pressdo; hemoglobina carbamilada; ureia.

ABSTRACT

Hemoglobin Alc (HbAIc) measurement is commonly performed in diabeles mellitus patients to monitor glycemic control over
the last three to four months. Carbamylated hemoglobin, which is the hemoglobin that binds to isocyanic acid derived from urea,
is one of the possible analytical interference in the uremic patient. When measured by ion-exchange high-performance liquid
chromatography (HPLC), carbamylated hemoglobin forms a peak that overlaps the peak of HbAIc, causing a falsely elevated HbAIc
resull. We report a case of a 60-years-old man who had a spurious increase in HbAlc, with a bigh carbamylated hemoglobin peak
disproportionate to the urea value. Subsequent hemoglobin analysis using hemoglobin electrophoresis and HPLC hemoglobin
lesting system suggested hemoglobin ] (Hb ]) variant. Our case highlighted the possibility of misleading HbAIc interpretation in the
presence of a high carbamylated hemoglobin peak, but not proportionate to urea value. In this study, Hb ] was detected. A method
Jree from hemoglobin variant interference should be used ideally, and monitoring glycemic control should be performed using
alternative methods, such as serum fructosamine or continuous glucose moniloring.
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RESUMEN

La prueba de la hemoglobina glicosilada Alc (HbAIc) se realiza comiinmente en pacientes con diabetes mellitus para monitorear
el control glucémico durante los wiltimos tres o cuatro meses. La bemoglobina carbamilada, que es la hemoglobina que se une
al dcido isocidanico derivado de la urea, es una de las posibles interferencias analiticas en el paciente urémico. Cuando se mide
mediante cromalografia liquida de alla eficacia (HPLC) de intercambio ionico, la hemoglobina carbamilada forma un pico que
se superpone al pico de HbA1c, lo que provoca un resultado de HbAIc falsamente elevado. Presentamos el caso de un hombre de
60 arios que tuvo un aumento espurio de HbAlc, con un pico de hemoglobina carbamilada alto desproporcionado al valor
de urea. El andlisis de hemoglobina posterior mediante electroforesis de hemoglobinay el sistema de prueba de hemoglobina HPLC
sugirio una variante de hemoglobina J (Hb ]). Nuestro caso destacd la posibilidad de una interpretacion enganosa de la HbAlc
en presencia de un pico de hemoglobina carbamilada alto, pero no proporcional al valor de urea. En este estudio, se detecto Hb .
Lo ideal seria utilizar un método libre de interferencia de variantes de hemoglobina, y la monitorizacion del control glucémico
deberia realizarse mediante mélodos alternativos, como la fructosamina sérica o la monitorizacion continua de la glucosa.

Palabras clave: hemoglobina A glicada; cromatografia liquida de alla eficacia; hemoglobina carbamilada; urea.

INTRODU(;AO encontrava-se letargico, desidratado e hipotenso (pressdo arterial
de 83 x 50 mmHg), com frequéncia cardiaca inicial de 53/minuto.
0 paciente queixou-se de palpitagio de inicio stbito, durante a
qual notamos que a frequéncia cardfaca variou entre 140 e 160/
minuto. O eletrocardiograma (ECG) mostrou fibrilacao atrial,
0 que exigiu infusio de amiodarona intravenosa e repeticio
subsequente do ECG. O exame revelou alteragdes compativeis
com infarto do miocdrdio, sem supradesnivelamento de ST.
0 paciente foi internado e recebeu tratamento para infarto agudo
do miocdrdio com apresentacdo atipica. Também foi tratado para
sepse (leucocitose, proteina G reativa positiva e hemocultura
positiva) associada a leséo renal aguda, com ureia de 15,2 mmol/1
e creatinina de 223 pmol/l. Devido ao seu historico de diabetes,
a glicemia capilar a beira do leito durante a doenga aguda foi
monitorada e variou de 13,4 mmol/l a 21 mmol/l, necessitando
de Actrapid subcutaneo regular. O nivel de glicose plasmatica foi de
31,4 mmol/l, e 2 HbAlc medida com o programa HPLGC Bio-Rad
D-10 HbAlc foi considerada muito alta (21,9%), fora do limite

Apresentamos um caso de valor de HbAlc persistentemente alto,  relatavel. O cromatograma HPLC mostrou um pico muito alto de
secunddrio ao alto pico de hemoglobina carbamilada, com nivel de hemoglobina carbamilada (12,6%) (Figura 1), 0 que nos alertou

ureia variando apenas de 5,7 mmol/l até, no maximo, 15,2 mmol/l,  para a possibilidade de interferéncia positiva na medicio de HbAlc.
em um periodo de quatro anos. A andlise posterior da hemoglobina

revelou a presenca de variante da hemoglobina J (HbJ).

HbAlc é uma molécula de hemoglobina irreversivelmente
glicada em uma ou ambas terminacdes valina N-terminal das
cadeias beta. Ela fornece uma estimativa para o controle da
glicose do paciente diabético nos Ultimos trés a quatro meses,
refletindo a expectativa de vida dos eritrdcitos de 120 dias®.
Usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de troca
cationica, a HbAlc € separada de outras fracoes da hemoglobina
em uma coluna devido a diferenca de carga®. Este método,
contudo, estd sujeito a interferéncias analiticas de muitos
fatores, como a presenca de hemoglobina quimicamente modificada,
como a hemoglobina carbamilada®. O processo de carbamilagio
ocorre quando o isocianato derivado da ureia impede a glicacdo
da molécula de hemoglobina em sua porgéo valina N-terminal®.
Ureia acima do nivel de 30 mmol/l ou mais foi descrita como causa
de interferéncia na HPLC®.

Depois que a doenca foi controlada e a insulina foi suspensa,
a glicemia capilar normalizou e o paciente recebeu alta com
glicemia plasmatica de 6,5 mmol/l. A fungdo renal também voltou
RELATO DE CASO a0 normal, com ureia de 2,3 mmol/] e creatinina de 97 pmol/1.

Supostamente, esse paciente foi previamente diagnosticado

Homem de 60 anos de idade com doenca cardfaca isquémica  com diabetes mzellitus tipo 2 em 2015, durante a admissdo na
subjacente, hipertensdo e diabetes mellitus tipo 2 compareceu  enfermaria por sepse com base em uma glicemia em jejum de
ao pronto-socorro com histéria de uma semana de palpitagio 14,4 mmol/l e HbAlc muito alta, fora da faixa relatdvel. Desde
intermitente associada 2 perda de apetite. Ao exame fisico,  entdo, iniciou tratamento com hipoglicemiante oral (T. Gliclazide
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FIGURA 1 — Cromatograma HPLC (Bio-Rad D10) para andlise de HbAlc com alto
pico de Hb carbamilada coeluida com HbAlc (pico de HbAlc destacado em preto)

FIGURA 2 — Cromatograma HPLC (variante 2 turbo) para analise
de Hb Alc mostra nivel muito alto de HbAlc

Nome do pico Tempo de retencio  Altura Area Area (%) Nome do pico Area calibrada (%) Area Tempo de retenciio (min) Area do pico
Ala 0,2 16526 58905 1,9 Ala 2,1 0,169 59436
Alb 0,28 34839 202876 6,0 Alb - 6,8 0,233 189205

LAlc/CHb-1 0,03 13038 95742 3,1 Desconhecido - 13 0,346 35308
LAlc/CHb-2 0,8 22825 375871 12,1 Desconhecido - 2 0,394 55695
Alc 0,99 18096 555061 219 Alc 271 0,561 700548
P3 1,36 51313 351875 114 P3 - 33 0,800 92468
Ao 1,43 420664 1453518 47 P4 33 0,880 91501
Ao 55,8 1,016 1543847
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HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; HbAIc: hemoglobina glicada Alc.

MR 30 mg por dia), e a HbAlc foi regularmente medida para
monitorar o controle glicémico. Curiosamente, a partir de registros
anteriores, verificamos que a HbAlc sempre foi muito alta e ndo
relatada; o cromatograma mostrou um pico de hemoglobina
carbamilada persistentemente alto, mesmo com ureia sanguinea
ndo muito alta, variando apenas de 2,1 mmol/l até o méximo de
5,7 mmol/L. A glicose no sangue, nos tltimos quatro anos (2015 a
2018), também estava bem controlada, variando de 6,9 mmol/1 até
o maximo de 10 mmol/L, e o uso de agente hipoglicemiante oral foi
descontinuado apds a recente admissdo. Por esse motivo, 2 mesma
amostra foi enviada para andlise usando outro HPLC (Bio-Rad V-II
Turbo). A HbAlc ainda foi detectada como muito alta (27,1%), fora
da faixa relatdvel, mas, dessa vez, nenhum pico de hemoglobina
carbamilada foi observado, o que sugeriu a possibilidade de
uma variante da hemoglobina (Figura 2). A amostra foi entdo
enviada para andlise de hemoglobina utilizando HPLC (Bio-Rad
Variant IT, Beta Thalassaemia Short Programme, EUA) e eletroforese
de hemoglobina em gel de agarose (Interlab G26, Itdlia) e revelou a
presenga de uma variante de hemoglobina anormal, provavelmente
Hb J (Figura 3). Porém, o estudo molecular para a confirmacio
n2o foi enviado devido a um problema logistico.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; HbAlc: hemoglobina glicada Alc.

FIGURA 3 — HPLC (variante II, Beta-Talassemia Short Program) revelou um pico
P3 aumentado (29,2%) com baixo HbA (58,1%) e HbA2 e HbF normais (2,1% e 1%,
respectivamente). Uma andlise posterior com eletroforese em gel de agarose alcalina
(Interlab G26) revelou uma banda anormal anddica 2 banda A. Esses achados sdo
sugestivos de uma variante da hemoglobina, provavelmente Hb J

Nome do pico Area calibrada (%) Area (%) Tempo de retencio (min) Area do pico

Pl 0,1 091 2711
F 1,3 1,09 34790
Desconhecido 0,8 12 21745
P2 83 133 213733
P3 29,2 1,44 754041
Ao 58,1 2,43 1501669
A2 2,1 3,64 57129
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HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia; HbA: hemoglobina A; HbA2: hemoglobina
A2; HDF: hemoglobina F; Hb J: hemoglobina variante J.
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DISCUSSAO

A hemoglobina carbamilada € a hemoglobina condensada
com 4cido isocidnico na por¢do valina N-terminal de sua
molécula, a forma reativa do cianato derivado da decomposicao
espontanea da ureia®. A alteragdo na por¢ao valina N-terminal
para as moléculas de HbAlc e de hemoglobina carbamilada
faz com que elas se tornem menos positivas, portanto,
menos atraidas pelas resinas carregadas negativamente na
coluna de separacio; assim, migram mais rdpido do que a
hemoglobina A (HbA)®. A hemoglobina carbamilada pode
representar uma possivel interferéncia na HPLC durante a
medicdo de HbAlc porque a modificagio quimica nos resultados
da valina N-terminal em ambas as moléculas coeluem quase
a0 mesmo tempo, subsequentemente produzindo um pico de
cromatograma sobreposto®.

Vos FE ef al. (2011)™® relatam que a hemoglobina
carbamilada causa interferéncia significativa na medicdo
de HbAlc por HPLGC quando a ureia é igual ou superior a
30 mmol/1. No entanto, o nivel de ureia do nosso paciente nunca
foi muito alto, mas a hemoglobina carbamilada persistiu,
causando um valor de HbAlc consistentemente muito alto,
fora da faixa relatdvel. Além disso, o valor de HbAlc sempre foi
superior a 15%, ndo correspondendo ao seu nivel de glicose no
sangue. Isso levanta a suspeita de uma variante da hemoglobina
ndo separvel da fracio HbAlc”. Ao contrdrio da Alc labil,
que também pode causar interferéncia semelhante, nem a
hemoglobina carbamilada nem a variante de hemoglobina
podem ser resolvidas utilizando incubacdo devido a modificacio
permanente®.

Ademais, a andlise repetida usando uma HPLC diferente
nao mostrou qualquer presenca de pico de hemoglobina
carbamilada, apesar do alto valor de HbAlc de mais de 15%. O
paciente também nao apresentava outros fatores de risco que
pudessem levar a uma HbAlc falsamente alta, como nos casos
em que a vida til dos eritrdcitos é prolongada, reduzindo a
renovacdo dos glébulos vermelhos (por exemplo, anemia por
deficiéncia de ferro) ou transfusio de sangue recente™”. Por esse
motivo, a andlise de hemoglobina foi realizada e relatada como
consistente com a variante Hb J. O mecanismo de interferéncia
das variantes da hemoglobina pode variar; portanto, um tipo
diferente de variante pode causar uma HbAlc falsamente alta
ou baixa (Figura 1C)™>. Contudo, foi relatado que a variante
da Hb J estd causando um valor de HbAlc anormalmente alto e

desproporcional a glicose plasmatica®. Em tais casos, deve ser
escolhida uma metodologia alternativa, como o imunoensaio
que usa anticorpo especifico para HbAlc ou a eletroforese
capilar, que pode diferenciar HbAlc de uma hemoglobina
variante®?. No entanto, em nosso centro, esses métodos nio
estdo disponiveis.

Outra opcao € a frutosamina sérica, uma glicoproteina que
fornece informacGes de controle glicémico em um perfodo de
duas a quatro semanas e nao € afetada pelas caracteristicas dos
eritracitos e da hemoglobina. A leitura de HbAlc anormalmente
altacomoessanaodevesermenosprezada, poisuma interpretacio
enganosa pode levar a superestimativa do controle glicémico e a
um diagndstico incorreto. Na presenca de pico carbamilado alto
ou variantes de hemoglobina, deve-se considerar a alternativa as
medigdes de HbAlc, como frutosamina sérica que mede albumina
glicada, ou monitoramento continuo de glicose™'?. Porém, ao
contrario da HbAlc, nenhuma outra medida alternativa foi
observada como superior 2 HbAlc na previsao de complicacdes
relacionadas com o diabetes mellitus" . Portanto, seu uso
deve ser limitado apenas nos casos em que os resultados de
HbAlc podem ser mal interpretados®.

CONCLUSAO

A interpretacdo da HbAlc deve levar em consideracio tanto
seu aspecto clinico quanto analitico, especialmente quando
sdo observados o valor de HbAlc discordante e sua glicose
plasmdtica. Ao relatar HbAlc, um pico suspeito e um valor de
HbAlc muito alto ou baixo que esteja fora da faixa relatdvel
deve alertar a possibilidade de uma variante de hemoglobina.
Portanto, idealmente, outras investigacdes podem incluir
a medicao de HbAlc com um método de ensaio diferente e a
analise de hemoglobina para determinar o tipo de variante.
Enquanto isso, 0 monitoramento do controle glicémico deve ser
feito por meio de outras modalidades, como frutosamina sérica
ou monitoramento continuo da glicose.
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