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Antecedentes:

The UK
Prospective Diabetes Control and
Diabetes Complications Trial (DCCT)
Study
1985 - 1998 1987 - 1993

Se tomo en cuneta a la HbAlc como marcador para:
Medir la progresion de las complicaciones de la DM
Medir el control glicémico con los farmacos disponibles en ese momento



Antecedentes:

« 2009: ADA, EASD e IDF acuerdan incluir a la HbAlc
como criterio diagnostico de DM

« 2010: ADA incorpora por primera vez a la HbAlc como
criterio diagnostico en los “Estandares de cuidado

Médico en Diabetes”

American EASD

Diabetes
. A jJation.

European Association

for the Study of Diabetes




Antecedentes:

« 2011: Comienza la estandarizacion para la medicion de
HbAlc con el NGSP

« 2012 - 2014: IFCC propone estandarizar el reporte de
resultados de la HbAlc con base en estudios previos

sobre la relacion entre la HbAlc y la glucosa en ayuno

&
Ifc

nternational Federation
of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine




Epidemia de la DM: prevalencia (20 — 79 anos).

Atlas sobre DM (IDF 2019)

Sin estimaciones



Proyecciones mundiales sobre |la epidemiologia de la DM

2019 2030 2045

Clasificacion Cantidad de Cantidad de Cantidad de
segun el nivel Prevalencia personas Prevalencia personas Prevalencia personas

de ingresos del de la diabetes con diabetes de la diabetes con diabetes de la diabetes con diabetes
Banco Mundial (%) (en millones) (%) (en millones) (%) (en millones)

Paises de ingresos 10,4 95,2 11,4 107,0 11,9 12,4
altos (8,6-13,3) (78,7-120,9) (9,4-14,3) (88,3-134,4) (9,8-14,8) (92,2-139,2)

Paises de ingresos 9,5 353,3 10,7 449,6 11,8 551,2
medios (76-12,3) (2801-455,3) (8,4-13,7) (353,0-576,7) (9,0-15,0) (4227-705,2)

Paises de ingresos 4,0 14,5 4,3 21,9 4,7 36,5
bajos (2,8-6,7) (10,0-24,3) (3,0-71) (15,2-36,4) (3,3-78) (25,8-60,2)

i Los intervalos de confianza del 95% se indican entre paréntesis.




¢, En donde se encuentra México?

Pais o

Orden territorio

Cantidad de
personas
con diabetes
(en millones)

Orden

Pais o

territorio

Cantidad de
personas
con diabetes
(en millones)

Orden

Pais o

territorio

Cantidad de
personas
con diabetes
(en millones)

1 China

India

Estados
Unidos

Pakistan

Brasil

116,4
(108,6-145,7)'

77,0
(62,4-96,4)

31,0
(26,7-35,8)

19,4
(79-30,4)

16,8
(15,0-18,7)

1

China

India

Estados
Unidos

Pakistan

Brasil

140,5
(130,3-172,3)

101,0
(81,6-125,6)

34,4
(29,7-39,8)

26,2
(10,9-41,4)

21,5
(19,3-24,0)

1

China

India

Pakistan

Estados
Unidos

Brasil

147,2
(134,7-176,2)

134,2
(108,5-165,7)

371
(15,8-58,5)

36,0
(31,0-416)

26,0
(23,2-28,7)

México

12,8
(7,2-15,4)

México

17,2
(9,7-20,6)

México

22,3
(12,7-26,8)




Evolucion de la
prevalencia de la DM

100 200 300

Paoblacion afectada (millones)




Historia natural de la DM2

Intolerancia a la glucosa Diabetes clinica

Resistencia a la insulina

Produccion hepatica
de glucosa

Insulina endogena

Etapa asintomatica Glucosa
posprandial

Glucosa en ayunas

/ Insulina endogena

Complicaciones microvasculares

Complicaciones macrovasculares




Complicaciones macrovasculares:

No son exclusivas de la DM

* Enfermedad coronaria

* Trombosis

* Hipertension arterial

Se asocian a una mala calidad de vida de los px que
padecen DM

Representan un gasto economico importante en la salud

publica



Complicaciones microvasculares:

Tienen una fuerte asociacion con la DM
* Retinopatia

* Nefropatia

* Neuropatia

« Artropatia de Charcot

Representan las principales complicaciones de la DM



Relacion de la concentracion de HbAlc y el riesgo relativo de desarrollar
las complicaciones microvasculares

—e— Retinopatia
—— Nefropatia

—e— Neuropatia

- Microalbuminuria
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Reduccion del riesgo de presentar complicaciones asociadas a la DM por
cada 1% de reduccion en la HbAlc

LW = O
o o O

—h
o O

)
o~
"
o
o
(7]
D
" —
©
= 20
2
(]
o
]
=
D
oc

Amputacion Complicacion  Cualquier Muerte Infarto de

0 muerte por microvascular complicacion  asociada miocardio

enfermedad asociada con con diabetes  asociado
vascular diabetes con diabetes
periféerica




Importancia de la HbAlc



Tipos de hemoglobinas glicadas (glucosiladas); (IFCC)

Tabla 1. Tipos de hemoglobinas glicadas

Producto final Reaccidn

HbA1at Glicacion con fructuosa 1, bifosfato
HbA1a2 Glicacion con glucosa 6 fosfato
HbA1b Glicacion con acido piruvico
HbA1c Glicacion con glucosa

L HbA1C Denota la fraccion labil de la HbA1c, o la fraccion
aldimina

S HbA1c Denota la fraccion estable de la HbA1c, o la fraccion
cetoamina




Otras proteinas glicadas:

« Albumina glicada: util cuando se sabe que el px puede
presentar falsos resultados de HbAlc

(hemoglobinopatias y anemia hemolitica)

* Fructosamina: util al igual que la albumina glicada, solo

gue refleja el nivel promedio de glucosa en las ultimas

dos semanas (no estandarizada)
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PDB:3B75 Saraswanthi et al. (2008) Crysta}-Structure of Glycated Human Haemoglobin



Bases fundamentales sobre HbAlc:
« Reaccion bioguimica NO ENZIMATICA

« La formacion del aducto depende de LA CONCENTRACION
DE GLUCOSA

« El aducto es un compuesto muy estable que depende

unicamente del pH intraeritrocitario.

Suarez-Castro, et al (2019) HbA1lc, Gold Biomarker, Nature communications, 1:1, 1-100



Proceso de glicosilacion
Hemoglobin

He s

1) Glucose |/ H-——0oH M

binding "+ 2)Adimine/ —3)Amadori —~ 4) Advancec
—on Schiff Base Glycation

Glucose
+ <

Hemoglobin (mechanism _oH End

unknown) —OH Products

Assumed ring-opened
form bound { ‘

Non-covalent Interactions: Stage 1 Covalent Processes: Stages 2 - 4

Clark, S.L.D et al (2013) The initial noncovalent binding of glucose to human hemoglobin in

nonenzymatic glycation, Glycobiology, 23:11, 1250-1259



Utilidad diagnostica de la HbAlc



HbAlc como prueba de diagndstico:

A partir del ano 2009, el grupo de expertos de la ADA
iIncluyo a la HbAlc dentro de los criterios diagndsticos de

DM

Sin embargo, no estaba todavia estandarizada la

medicion de la misma



Estandarizacion:

| Equivalencia en los Calibracion con el méetodo de
Con base en el estudio DCCT
—>_> para correlacionar el nivel de
HbAlc con el dafio en tejidos

Estandarizacion NS
Validacion del método
—>_> comparando sus resultados

con HPLC
~ T

Reporte de unidades:
% -> NGSP

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400




Parametros de diagnaostico:

Nivel sin diabetes: menor o igual a 5,6%

Nivel en estado prediabético (riesgo aumentado de

diabetes o prediabetes): entre 5,7% y 6,4%

Nivel con diabetes: mayor o igual a 6,5%



Otra faceta muy conocida sobre la utilidad de la HbAlc:
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HbAlc como prueba de seguimiento:

Meta del Tx farmacologico

 ADA: menor oigual a 7%

« EASD: menor o igual a 7,5%

* |IDF: menor o igual a 6,5%



Utilidad adicional sobre la medicion de
la HbAlcC



Valor promedio estimado de glucosa a partir de HbAlc
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Valor promedio estimado de glucosa a partir de HbAlc

Antecedentes:

2,700 mediciones de Glu en

ayuno de 507 personas
durante 3 meses

g Regresion lineal  umg  AG,, 4 = (28.7)(HbA1cC)-46.7

507 mediciones de HbAlc
(HPLC) R2=0.84; p=0.0001

Nathan, D. M. et al.(2008) Translating the Alc Assay Into Estimated Average Glucose Values, Diabetes
Care, 31:8. 33:6, 1473-1478




Valor promedio estimado de glucosa a partir de HbAlc
Regresion lineal:

3
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<

Alc (%)

Nathan, D. M. et al.(2008) Translating the Alc Assay Into Estimated Average Glucose Values, Diabetes

Care, 31:8. 33:6, 1473-1478



Tabla original de equivalencias entre HbAlc(%) y eAG:

Table 2—Estimated average glucose

mg/dl* mmol/1T

97 (76-120) 5.4 (4.2-6.7)
126 (100-152) 7.0 (5.5-8.5)
154 (123-185) 8.6 (6.8-10.3)
183 (147-217) 10.2 (8.1-12.1)
212 (170-249) 11.8(9.4-13.9)
240 (193-282) 13.4(10.7-15.7)
269 (217-314) 14.9 (12.0-17.5)
298 (240-347) 16.5(13.3-19.3)

Nathan, D. M. et al.(2008) Translating the Alc Assay Into Estimated Average Glucose Values, Diabetes
Care, 31:8. 33:6, 1473-1478



Tabla actual de equivalencias entre HbAlc(%) y eAG:

HbA1lc(%) eAG(mg/dL)

Nathan, D. M. et al.(2008) Translating the Alc Assay Into Estimated Average Glucose Values, Diabetes
Care, 31:8. 33:6, 1473-1478



Aspectos tecnicos sobre la medicion
de la HbAlc



Metodologias para medir
HbAlc

! |

Por diferencias de carga
eléctrica
Electroforesis Cromatografia Inmunoensayos
por capilaridad por afinidad

|

HPLC de

Ensayos

enzimaticos

intercambio

Estandarizacion IFCC

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400



Aspectos analiticos:
Consideraciones importantes sobre los metodos de medicion de la
HbAlc:
« La medicion de HbA1lc es un parametro longitudinal (~90 — 120 dias)
« La determinacion preferiblemente debe ser en dias cercanos a la
consulta médica
« Se debe determinar en un laboratorio que cuente con métodos

trazables a la estandarizacion NGSP/IFCC

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400



Aspectos analiticos:

Factores que afectan la interpretacion de los
resultados

Factores que interfieren en la medicion
Infrecuentes HbAlc disminuida:
HbS, HbC, HbE, HbD Tiempo de vida media reducida
Poco frecuentes Anemia hemolitica
HbF Hemorragia aguda

Frecuentes Hb < 7,0 g/dL

Imprecision e inexactitud de los métodos de Anemia por deficiencia de hierro
medicion:

Afinidad por el boronato HbAlc aumentada:
Reflectancia Mal manejo de la muestra (falta de mezclado)
Hemoconcentracion

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400



Aspectos analiticos:

Consideraciones especiales:
« La HbF puede glicarse en sus aminoacidos de Lys en

aproximadamente 1/3 de la HbA teniendo que, por cada 1% de HbF:

Método por Inmunoensayo Método por Cromatografia por afinidad

El nivel de HbAlc DISMINUYE en ~1% El nivel de HbAlc DISMINUYE en ~0,7 — 1%

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400



Aspectos analiticos:

Estandarizacion:

Ecuaciones maestras:

Conversion de % a mmol/mol (NGSP a IFCC) Conversion de mmol/mola % (IFCC a NGSP)

IFCC= (10.93)(%)-23.5 NGSP= (0.0+915)(mmol/moL)+2.15

Weycamp, C. (2019) HbAlc: A Review of Analytical and Clinical Aspects, Annals of Laboratory
Medicine. 33:6, 393-400



Variables no glicémicas importantes:

Hemoglobinopatias Variable, posiblemente significativo La mas frecuente es la HbF y HbS

Se admiten todo tipo de sitios de

Sangre venosa o sangre arteriosa No existe un efecto significativo ., .
obtencidon de muestra sanguinea

Neonatos Sin datos suficientes Preferible no utilizar la prueba

Variable, posiblemente tiene efectos

Pediatricos . o
clinicos significativos

No utilizar la HbAlc para Dx

Estadisticamente pero no

Deficiencia de hierro . o
clinicamente significativo

Utilizar HbAlc con precaucion

Es preferible utilizar otro marcador
hasta que se mejoren los indices
eritrocitarios

Se ha reportado la reduccion

Administracion de hierro V.O. significativa de HbA1c

Es preferible utilizar otro marcador
hasta que se mejoren los indices
eritrocitarios

Estadisticamente pero no

Administracion de hierro I.V. .. o
clinicamente significativo

Campbell, L. (2019) HbAlc: a Review of Non-glycaemic Variables, Journal of Clinical Pathology. 72:12-19




Cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC)
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Tecnologia TOSOH
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Separacion y Resolucion Verdadera

Material de empaque & metodologia de separacidon del buffer

No poroso.

Alta eficiencia en la separacion.

Resolucion cromatografica; observa claramente separa las
fracciones HbAlc y HbF.

Aisla y limita las fracciones.

Alta estabilidad en buffers con diferente pH.

La columna y la quimica de los buffers pueden separar la Alc
estable y labil.

TOSOH BIOSCIENCE, INC. The Chemistry of Innovation

Confidential



TOSOH
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* GLYCOHEMOGLOBIN REPORT *
2006/12/27 15:40
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2006/12/27 15:41

Interferencias: Separacion de las variantes mas comunes y

alta tolerancia a hemoglobina fetal
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2006/12/27 15:38

HbE

* GLYCOHEMOGLOSIN REPORT x*

HbFetal

* GLYCOHEMOGLOBIN REPORT =*

TOSOH CORPORATIO v01.08 TOSOH CORPORATION v01. 05 TOSOH CORPORATION _V01.05 G11 - 65542
NO: 0002 FS’LR()S(]”NA 02 ! NO: 0003 SL 000t - 03 NO: 0001 SL 0001 - 01 2018/04/26 08:27 2011702716 12:07
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TOSOH BIOSCIENCE, INC. The Chemistry of Innovation Confidential
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TOSOH

Interferencia

G8 Gl1
V. 5.24 v. 3.00

« Efecto minimo de la Hb modificada

o Hb labil

Labil No No o Hb carbamilada
_ o Hb acetilada
Carbamilada No No o )
Alc labil Hb aldehido
Acetilatada No No 8,0 o R T
El valor de HbA1c es reportable. )) A1A 0.7 0.177 6.18
o0 AT S 88 8
Aldehido No No ’ g LA1C+ 0.38 56.54
< ) SA1C =8~ 0.47 36.95
<40 AO 88.7 0.70 830.26
_ g™ TOTAL AREA 947.06
Variant S No No % o LALor il 4 A B9
2,0 - SALc IFCC E?-lbOF mmc;lqmﬁzl
. 0% BT
Variant C No No 0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ r ,
200 400 600 800 1000
Variant D No No Glucosa (mg/dL) =
S ——— »
Va”ant E NO NO Ejemplo de hemoglobina aldehpido
TOSOH BIOSCIENCE, INC. The Chemistry of Innovation Confidential
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G8 G111
v.5.24 v. 3.00

Updated April 2019

Interferencia

Labile
Carbamylated
Acetylated
Aldehyde
Variante S
Variante C
Variante D

Variante E

No

No

NoO

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Muestra normal

AO

Variante de Hb

AD, AS, AC

HbD or
HbS or

AE

HbE

Glicada
HbC HbE
Alc Alc
Alc
/\ Glicada
HbD/S/C
N § 1 32 f HbD or o E 1 N
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HB-VAR peak P-HV3 peak

Mensaje-Flag

Mensaje-Flag

Exactitud HbA1c%

Exactitud HbA1c%

Exactitud HbA1c%

Lenters-Westra E. Common Hb-variants show no longer interference on the Tosoh G8 after an update of the software. Clin Chim Acta 2016, 463:73-74.
Lenters-Westra E. Software updates of Tosoh HPLC analyzers can cause and resolve interference of Hb-variants for HbAlc. Clin Chim Acta 2018, 485:234-5.
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Certificate

Tosoh Corporation
using
HLC-723G8
participated in the IFCC HbA'1c Certification Programme to demonstrate
traceability to the IFCC Reference Measurement Procedure and

performed as shown below.

-]

[Biias] iin mmobmol
Ll

andard DEBE ser GOLD

"\ Abotter A1C Test means bttor diabotos core _

Certificate of Traceability

Manufacturer Certification

This certifies that_Tosoh Corporation_, using 1.6 min Variant Analysis

Mode on G8 Ver.5.23  has participated in and successfully completed the NGSP
certification for manufacturers and is traceable to the Diabetes Control and Complications
Trial Reference method. The comparison was performed with: University of Missouri SRL#9

The system evaluated was:

Instrument: Calibrator Lot: Column Lot #:
G8 759002 N
Reagent Lot: Calibrator Assigned Values: Ver.5.23

N8-112E, N8-212E, N8-309E, HW-30E | 5.84%, 10.71%

Date of Certification:__June 1, 2020

Sid Sg

NGSP Steering Committee Chair

Certification Expires: _June 1, 2021

Coti CSitle AR, S A1

NGSP Network Coordinator SRL director/ supervisor

IL ‘{—.'
Impeaciion in % TV

Total Error= 1.0 mmolimol

Bias= +0.3 mmel/mol
Imprecision= 0.7 %

Grade=  Gold
Cfavia darfved fova iha IFGC mogs! ar Quaily Targels HeA TG (T Cham 201561 | 752-560
Date of Certification : 01 January 2020 Date of Expiry : 01 January 2021
TOSOH BIOSCIENCE, INC. The Chemistry of Innovation Confidential



JTABLE 1: 2019 GHS-C

GHS-11

GHS-12

GHS-13

GHS-14

GHS-15

NGSP % HbAle Reference Value (95% CI)

5.25 (5.21-5.29)

6.41 (6.37-6.46)

8.21 (8.17-8.26)

5.47 (5.43-5.51)

9.48 (9.43-9.52)

no. labs Mean A tean bias| Mean Ny tean bias| Mean |\ tean bias| Mean | tean bias|  7* Mean N tean bias|
%HbAle cv | %HbAlc cv | %HbAlc cv | %HbAIC cv | %HbAlc cv

SZ?:SRAY Adams HA-6180 22 5.26 0.01 1.4 6.47 0.06 1.2 8.25 0.04 1.5 5.53 0.06 1.3 9.54 0.06 1.6
Beckman AU HbA1c Advanced |10 5.23 -0.02 26 6.40 -0.01 3.7
:eickknq;an“r’;gqggftems - 78 5.20 005 | 30 6.41 0.00 2.7 8.07 014 | 38 5.42 005 | 3.0 9.30 018 | 40
S'aves‘i';m” UniCel DxC Synchron| g, 5.24 001 | 30 6.32 -0.09 26 8.08 013 | 22 5.39 008 | 27 9.39 009 | 3.1
Bio-Rad D-10 135 517 -0.08 24 6.51 0.10 2.1 8.16 -0.05 21 5.44 -0.03 2.2 9.58 0.10 1.9
Bio-Rad D-100 119 499 -0.26 2.3 6.27 -0.14 21 7.95 -0.26 2.0 5.26 -0.21 2.2 9.27 -0.21 2.1
Bio-Rad Variant I 21 5.16 -0.09 34 6.49 0.08 2.7 8.34 0.13 1.9 540 -0.07 2.9 9.64 0.16 2.7
Bio-Rad Variant Il Turbo 29 5.06 -0.19 2.7 6.42 0.01 1.9 8.19 -0.02 1.7 5.31 -0.16 2.0 9.53 0.05 1.7
Bio-Rad Variant Il Turbo 2.0 131 5.05 -0.20 2.7 6.41 0.00 1.9 8.19 -0.02 1.8 5.33 -0.14 24 952 0.04 1.7
Roche cobas ¢311 21 5.14 -0.11 26 6.35 -0.06 22 8.31 0.10 23 5.34 -0.13 27 9.75 0.27 14
Roche cobas ¢500 series 406 518 -0.07 23 6.42 0.01 2.4 8.32 0.1 23 5.43 -0.04 2.2 9.57 0.09 2.3
Roche cobas c513 59 5.21 -0.04 1.6 6.41 0.00 1.7 8.24 0.03 1.9 543 -0.04 1.5 9.57 0.09 1.9
Roche COBAS Integra 400 41 517 -0.08 24 6.36 -0.05 1.9 8.33 0.12 21 5.46 -0.01 1.9 9.54 0.06 1.6
Sebia Capillarys 2 Flex Piercing |67 5.18 -0.07 1.8 6.33 -0.08 1.6 8.12 -0.09 1.4 543 -0.04 1.7 9.46 -0.02 1.5
Siemens DCA Vantage 395 5.16 -0.09 24 6.38 -0.03 24 8.23 0.02 24 543 -0.04 2.6 9.48 0.00 3.3
Siemens Dimension ExL 197 5.31 0.06 2.8 6.57 0.16 25 8.08 -0.13 2.2 5.54 0.07 2.8 9.28 -0.20 2.3
Siemens Dimension Vista 279 523 -0.02 29 6.49 0.08 27 8.03 -0.18 2.1 5.47 0.00 2.6 9.14 -0.34 2.3
Siemens Dimension Xpand 14 5.21 -0.04 2.7 6.57 0.16 2.1 8.06 -0.15 1.9
Tosoh G8 Automated HPLC 337 5.30 0.05 1.9 6.65 0.24 1.6 8.46 0.25 1.4 5.56 0.09 1.7 9.79 0.31 1.4
Tosoh G11 Automated HPLC |11 5.20 -0.05 26 6.49 0.08 21 8.27 0.06 1.9
Trinity Blotech Fremier Hba210 1.0 537 012 | 21 | 646 | o005 | 18 | 841 020 | 16 | 561 014 | 20 | 973 | o025 | 17




Resumen sobre las ventajas de la tecnologia TOSOH:

Columna de intercambio ionico (evita las interferencias de otras Hb's)

El resultado es una expresion en tiempo real (tiempo de retencion) de

la separacion de la muestra, ALTA RESOLUCION

El resultado es una interpretacion real, no es un calculo

El CV% < 2% aprobado por el HGSP*



Conclusiones:

» Estandarizar nuestras mediciones de HbAlc

* Incluir a la HbAlc dentro de las pruebas diagndsticas
de DM (criterios ADA)

» Valor umbral de HbAlc: 6,5%

* Realizar la HbAlc a través de HPLC



Conclusiones:

 Medir HbAlc a px con DM cada 3 a 6 meses*

 Medir HbAlc cada 3 meses a px que hagan cambio en
Su tx farmacologico

« Utilizar la herramienta sobre el calculo de la glucosa

promedio



iMuchas gracias!

DESEGO,




DESEGO

Le pedimos que escanee el siguiente codigo
con la camara de su celular:

https://es.surveymonkey.com/r/KPKSLHX
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