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RESUMO:

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica que implica em altas incidéncias de
mortalidade e morbidade. A hiperglicemia cronica é responsavel pelo surgimento de inimeras
complicacbes em longo prazo nestes pacientes. Atualmente, é recomendado por diretrizes
internacionais que pacientes com DM sejam monitorados e manejados em seu tratamento a partir
dos niveis de hemoglobina glicada (A1C). A A1C ¢ formada por reagdes ndo enzimaticas de
glicacdo na hemoglobina, refletindo a glicemia dos ultimos 120 dias. A A1C possui forte
associacdo com os desfechos clinicos no DM e apresenta uma excelente padronizacdo de seus
métodos analiticos. Contudo, diversas situacfes clinicas podem interferir falsamente em seus
niveis e prejudicar a interpretacdo de seus resultados, como em anemias (carenciais ou
hemoliticas), hemoglobinopatias, gravidez, doenca renal cronica, etc. Por outro lado, a albumina
glicada (AG) é uma frutosamina formada por glicacbes na albumina e reflete uma glicemia
média de cerca de 2 a 3 semanas. A AG ndo é influenciada pela concentracdo de outras proteinas
no plasma e também néo sofre interferéncia pelas condices que afetam a A1C. Este marcador
tem sido fortemente avaliado como uma ferramenta alternativa para a A1C, a partir da anélise de
seus niveis por um novo método enzimatico descrito em 2002. Estudos tem demonstrado uma
forte associacdo entre estes dois marcadores e grande semelhanca em predizer as complicacdes
do DM. Entretanto, a AG se mostra melhor para avaliar flutuagdes nos niveis de glicose e a
resposta ao tratamento terapéutico. Neste trabalho, foi avaliado o desempenho analitico de dois
Kits enzimaticos de AG e realizado uma comparacdo entre 0os métodos, encontrando excelentes
resultados. Ainda, foi determinado o intervalo de referéncia para os niveis de AG em brasileiros
saudaveis. A forte correlagdo encontrada entre AG e A1C demonstra que a AG pode ser um teste

atil para o controle glicEmico no DM, principalmente quando a A1C néo é recomendada.

Palavras-chaves: Albumina glicada; Diabetes Mellitus; marcador glicémico; frutosamina.



ABSTRACT:

Diabetes Mellitus is a metabolic disease with high incidence rates of mortality and
morbidity. Chronic hyperglycemia is responsible for several long-term complications in these
patients. Currently, international guidelines recommend that glycemic monitoring in DM should
be performed by glycated hemoglobin (A1C) levels, to provide a correct clinical conduction.
AlC is relative to non-enzymatic glycation reactions in hemoglobin and reflects the glucose
levels from the last 120 days. It is well established the great association between A1C and
clinical outcomes in DM, besides, its analytical methods present an excellent standardization.
However, some conditions may influence and imply misinterpretation in A1C results, such as
anemia, hemoglobinophaties, pregnancy, chronic renal disease, etc. On the other hand, glycated
albumin (GA) is a fructosamine produced by glycation reactions in albumin and it reflects a
mean glycemia at around 2 to 3 weeks. GA is not influenced by the concentrations of other
plasma proteins, as well as by those conditions that interfere in A1C. GA has been strongly
evaluated as an alternative marker to AL1C, through its quantitative measurement by an
enzymatic methodology described in 2002. Recent studies have demonstrated a high association
between GA and ALC and a great similarity between these tests in predicting DM future
complications. Nevertheless, GA has showed be better to assess the glucose fluctuations in blood
and the response to treatment. This study evaluated the analytical performance of two GA
enzymatic kits and also executed a methods comparison, and found excellent results. Also, we
established the reference range for GA levels in healthy Brazilians. The high correlation found
between GA and A1C indicates that GA could be a useful test for glycemic control in DM,

especially when A1C is unreliable.

Key words: Glycated albumin; Diabetes Mellitus; glycemic marker; fructosamine.
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RESUMO:

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crénica e metabdlica com altas taxas de incidéncia em
nivel mundial. A hemoglobina glicada (A1C) é o teste referéncia para o monitoramento
glicémico em longo prazo no DM e possui forte correlagdo com as complica¢fes crbnicas da
doenca. Contudo, o uso da A1C ndo é recomendado em algumas situacdes clinicas que
interferem no metabolismo da hemoglobina, como em anemias hemoliticas, carenciais ou
secundarias, hemoglobinopatias, gestacdo e uremia. A albumina glicada (AG) é um teste que
reflete a glicemia de curto prazo e ndo sofre interferéncia das situacdes nas quais a A1C é
falsamente alterada. A AG é a maior porcao glicada da classica dosagem de frutosamina, porém
ndo sofre influéncia da concentracdo de proteinas séricas e é medida por metodologia enzimatica
padronizada, de facil e rapida execucgdo. Estas caracteristicas laboratoriais tém destacado a AG
em pesquisas na ultima década como marcador para o0 monitoramento, diagndstico e até mesmo
preditor das complicaces do DM. O objetivo desta revisdo é apresentar as caracteristicas

fisioldgicas e bioquimicas da AG e discutir a sua utilidade clinica no DM.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; albumina glicada; hemoglobina glicada

11



ABSTRACT:

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic and metabolic disease that presents a high global incidence.
Glycated hemoglobin (A1C) is the reference test for long-term glucose monitoring, and it
exhibits association with diabetic chronic complications. However, A1C is not recommended in
clinical situations which may interfere with the metabolism of hemoglobin, such as in hemolytic,
secondary or iron deficiency anemia, hemoglobinopathies, pregnancy, and uremia. The glycated
albumin (GA) is a test that reflects short-term glycemia and is not influenced by situations that
falsely alter A1C levels. GA is the higher glycated portion of fructosamine. It is measured by a
standardized enzymatic methodology, easy and fast to perform. These laboratory characteristics
have ensured the highlight of GA in studies from the last decade, as a marker of monitoring and
screening for DM, as well as a predictor of long-term outcomes of the disease. The aim of this
review was to discuss the physiological and biochemistry characteristics of the GA, as well as its

clinical utility in DM.

Key words: Diabetes mellitus; glycated albumin; glycated hemoglobin
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INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica crénica causada pela secre¢do diminuida
ou ausente de insulina ou pela diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a mesma (SBD, 2015). O
DM configura-se hoje como uma epidemia mundial e um grande desafio para os sistemas de
salde de todo 0 mundo. Estimativas da International Diabetes Federation (IDF) indicam que um
a cada onze adultos possuem DM, totalizando cerca de 415 milhdes de pessoas, dos quais se

estima que 193 milhdes ndo possuem diagndstico (IDF, 2015).

A hiperglicemia cronica é um fator comum em todos os subtipos do DM, sendo associada
com danos em longo prazo que causam disfuncéo e insuficiéncia de diferentes 6rgédos, devido ao
acometimento micro e macrovascular envolvido (ADA, 2015). As complica¢des cronicas da
doenga aumentam as taxas de morbidade e mortalidade e podem resultar em cegueiras,
insuficiéncia renal e amputac6es de membros, implicando em gastos excessivos nos sistemas de

salde e reducdo da expectativa de vida destes pacientes (SBD, 2015).

Atualmente, os testes laboratoriais utilizados para o diagnéstico de DM sdo a hemoglobina
glicada (A1C), glicemia de jejum (GJ) e glicemia de duas horas p6s-sobrecarga de glicose (G2h),
estando os critérios diagnosticos estabelecidos pela American Diabetes Association (ADA) hoje
aceitos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD) (SBD 2015; ADA 2015; WHO, 2013). A A1C ¢é ainda o teste referéncia para o
monitoramento glicémico no DM, por refletir diretamente a glicemia média (Nathan, 2008) e
estar fortemente correlacionada com as complicag6es em longo prazo da doenga (DCCT 1993,
UKPDS 1998). Contudo, o uso da A1C néo ¢é recomendado em algumas situacdes clinicas, como
na gestacdo, anemias hemoliticas e carenciais, presenca de hemoglobinas (Hb) variantes e

uremia (Sacks DB 2011; Cavagnolli, 2015; NGSP, 2015), devido a possivel interferéncia sobre
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os resultados da A1C, dificultando a sua interpretacdo. Recentes estudos também tém
demonstrado discordancia entre os niveis de A1C em diferentes etnias para niveis iguais de
glicemia (Selvin, 2011; Ziemer, 2010, Cavagnolli, 2014). Contudo, as razfes destas disparidades

ainda ndo estdo bem elucidadas.

A albumina glicada (AG) é um teste laboratorial que tem ganhado destaque como um
marcador para 0 monitoramento glicémico no DM (Kohzuma, 2010; Koga, 2010). A AG faz
parte das frutosaminas, porém possui a vantagem de ndo sofrer influéncia da concentracdo de
outras proteinas séricas, uma vez que é especifica as taxas de glicacdo da albumina (Kohzuma,
2002). Ainda, a AG reflete a glicemia de curto prazo, devido ao tempo de meia-vida da
albumina, que é de aproximadamente 3 semanas, e nao necessita de jejum para analise. Em
comparacdo a A1C, a AG ndo é afetada pela presenca de processos hemoliticos e de Hb
anormais (Kim, 2010). Além disso, em condi¢Bes como anemia, gravidez, hiperglicemia ps-
prandial e DM sob o uso de insulina, a AG parece ser um melhor marcador glicémico (Koga,
2010) e estd especialmente indicada a pacientes com DM submetidos & hemodiélise (Inaba,
2007; Freedman, 2010; Sany, 2013). Recentes estudos com pacientes DM tipo 1 (DM1) (Nathan,
2014) e DM tipo 2 (Selvin, 2014) tém reportado uma associacdo da AG com as complicagdes em

longo prazo da doenca.

Embora a AG venha sendo fortemente explorada nos Gltimos anos, este teste ainda nao é
amplamente utilizado na rotina laboratorial, e poucos reagentes/kits estdo disponiveis no
mercado para sua determinacdo. Contudo, o grande numero de investigacbes clinicas em
pesquisas faz da AG um marcador promissor no DM. Neste contexto, a proposta desta revisdo €
apresentar as caracteristicas fisiologicas e laboratoriais da AG e discutir a sua utilidade clinica no

diagnostico e manejo do DM.
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1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DA AG E IMPACTO BIOLOGICO DA

GLICACAO

A albumina é uma proteina de alto peso molecular com 66.7 kDa, composta por uma unica
cadeia polipeptidica que contém 585 aminoacidos, 17 pontes dissulfeto e 3 dominios homdlogos
que estdo conectados em uma estrutura helicoidal (Anguizola, 2013). A albumina é a principal
proteina plasmética, com concentragdes entre 30.0 a 50.0 g/L no sangue. Representa cerca de
60% do total das proteinas séricas e possui uma meia-vida de 14 a 20 dias (Danese, 2015;
Anguizola, 2013). A estrutura desta proteina facilita as suas funcgdes fisioldgicas, principalmente
na manutencdo do pH e da pressdo osmética sanguinea. Ainda, a albumina atua como um potente
antioxidante ligando-se a radicais livres e como o principal transportador de produtos

metabolicos, ions, nutrientes, drogas, hormonios e acidos graxos (Ueda, 2015).

Assim como as demais estruturas proteicas, a albumina também passa pelo processo
fisioldgico de glicacdo e mostra-se muito sensivel ao mesmo (Arasteh, 2014). Por definicéo, a
glicacdo é uma reacdo espontanea nao enzimatica na qual ha adicdo de um carboidrato (glicose
ou outros agucares) a um residuo amino-terminal de amino&cido livre (lisina ou arginina)
presente em uma proteina, sendo também denominada reacéo de Maillard (Figura 1) (Anguizola,
2013; Danese 2015; Ueda, 2015). A primeira etapa da reacdo envolve a formacdo de um produto
instavel e reversivel conhecido como base de Schiff, formado pela ligacdo de um grupo aldeido
de um carboidrato aciclico com o grupo N-terminal de um aminoacido (Danese, 2015). Este
produto intermediario pode sofrer uma mudanga de conformacdo, conhecido como rearranjo de
Amadori, formando uma cetoamina estavel e irreversivel (Cohen 2003). O principal produto de
Amadori formado é a frutosil-lisina, podendo ser originado da modificacdo estrutural de 59 sitios
de lisina presentes na albumina (Anguizola, 2013). Todavia, a lisina 525 tem sido identificada

como o maior sitio de glicagdo da albumina, evidenciado tanto em experimentos in vivo quanto
15



in vitro (Garlick, 1983; Barbany 2011; Kisugi, 2007). O conjunto de cetoaminas formadas pela
glicacdo ndo enzimatica de proteinas ¢ denominado quimicamente de “frutosamina”. Dentre as
frutosaminas séricas, a AG é a principal constituinte, representando cerca de 80% do total de

glicagGes no plasma (Anguizola, 2013).

Acgucar
reduzido Rz

Base de Shiff

Acticar
reduzido

Produtos de
glicagdo i e—— .

avancada

Compostos reativos

dicarbonil
Produto de

Amadori

Aglcar
reduzido

Figura 1 — Representacdo da reacdo de Maillard. Nos estagios iniciais da glicacdo, ocorre uma reagdo entre um
acucar reduzido com o grupo amino terminal de um aminoécido presente na cadeia polipeptidica de uma proteina,
gerando uma base de Shiff. Posteriormente, este produto sofre um rearranjo e forma um produto de Amadori. Nos
estadgios intermediarios, ocorre a producdo de diferentes compostos reativos dicarbonil (ex: glioxal,
metildioglixal,etc.) tanto pela degradacéo da base de Shiff e do produto de Amadori, quanto pela auto-oxidacéo do
acucar reduzido. O Gltimo estagio de glicagdo é responsavel pela formagéo de compostos irreversiveis conhecidos
como produtos de glicacdo avancada (AGES) a partir de precursores dicarbonil.

Fonte: Figura criada pelos autores.
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A concentracdo de glicose e o0 tempo de exposicao entre a proteina e o acglcar sao os fatores
determinantes para o nimero de glicacbes realizadas durante a vida da proteina, ou seja, a
glicacdo depende do grau e da duracdo da hiperglicemia (Cohen, 2003). Comparando proteinas
plasmaticas, como a albumina, com proteinas intracelulares, como a Hb, as primeiras podem ser
mais suscetiveis as reacbes de Amadori por estarem diretamente expostas a glicose plasmatica.
Esta caracteristica faria com que a albumina passasse pelo processo de glicacdo de forma mais
rapida e precoce do que a Hb, justificando as diferencas de cerca de 9 a 10 vezes maiores nas

taxas encontradas de producdo de AG em relacdo as de A1C (Rondeau, 2011).

Entretanto, Ueda e Matsumoto (2015) realizaram um experimento in vitro para assegurar
condicBes iguais de exposicdo a glicose, tanto para A1C quanto para AG. Primeiramente, foi
separado o plasma e a fracdo de eritrécitos de amostras de voluntérios saudaveis, removendo a
glicose por ultracentrifugacdo do plasma e liberando o contetudo de Hb por hemolise induzida na
fracdo de eritrécitos. ApoOs adicionarem concentracdes conhecidas e iguais de glicose nas
amostras preparadas, foi evidenciado que a producdo de AG foi cerca de 4.5 vezes maior do que
a de A1C. Estes achados mostram que, mesmo em condigdes idénticas de glicagéo in vitro, a AG

é produzida mais rapidamente do que a A1C (Ueda, 2015).

Em estdgios de glicacdo avancada, eventos adicionais oxidativos e irreversiveis ocorrem
sobre as proteinas glicadas, produzindo compostos estaveis e heterogéneos conhecidos como
advanced glycated end products (AGEs — Figura 1). Embora a formacdo de AGEs seja um
processo normal, condigdes de hiperglicemia tipicas em pacientes com DM aumentam suas taxas
de producdo (Khan, 2015). No estudo de Kisugi et al. (2007) utilizando amostras de uma
paciente com DM obtidas durante um més de sua hospitalizacdo para tratamento dos sintomas de
hiperglicemia, foi evidenciado que a formagéo de AGEs reduziu drasticamente com a diminuigéo

concomitante dos niveis de AG (Kisugi, 2007).
17



Células de diferentes tecidos possuem receptores de AGEs (RAGESs), como por exemplo as
células musculares, endoteliais, macrofagos e células da glia (Singh, 2014). RAGEs sao
expressos como moléculas de membrana, constituintes da superfamilia das imunoglobulinas.
Atuam como receptores de transducdo de sinal, induzindo um estresse oxidativo e iniciando uma
cascata inflamatoria pela ativacdo do nuclear fator-kB (NF-kB) (Khan, 2015). NF-kB modula a
transcricdo génica de moléculas pro-inflamatdrias como a interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 8 (IL-
8) e tumour necrosis factor-a (TNF-a), e também de moléculas de adesdao como a vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) e intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1). Por
consequéncia desta cascata, hd& uma producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(ERO), o que esta diretamente associada a patogénese no DM e suas complica¢bes em longo
prazo, incluindo retinopatia, catarata, neuropatia, cardiomiopatia e doenca renal do diabetes

(Singh, 2014; Arasteh 2014).

2. ANALISE LABORATORIAL DA AG

Historicamente, o teste frutosamina tem sido utilizado na pratica clinica quando se
necessita da avaliacdo em curto prazo da glicemia em pacientes com DM (Kohzuma, 2002;
Raghav, 2014). Contudo, este teste apresenta uma baixa acurécia, pois sofre influéncia das
concentragOes das proteinas totais no plasma e também de outras moléculas presentes no sangue
como bilirrubina, &cido Urico e substancias de baixo peso molecular (Kohzuma, 2002). Ainda, o
teste de frutosamina ndo é comumente utilizado em todos os laboratérios (Roohk, 2008;
Anguizola, 2013) e nédo existem padronizacgOes internacionais bem estabelecidas para o seu

emprego.
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Métodos para a avaliacdo especifica de AG tém sido desenvolvidos desde a década de 80,
utilizando amostras de soro ou plasma (Raghav, 2014). Os métodos mais antigos apresentavam
numerosas desvantagens, devido a complexidade na realizacdo das técnicas, ou pelos altos custos
e/ou pela falta de precisdo. Além disto, a ndo padronizacdo dos métodos propostos colaboraram
para a pouca utilizacdo da AG nas pesquisas clinicas, direcionando toda a atencdo para A1C

(Paroni, 2007).

Os meétodos disponiveis para determinar a AG incluem a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia de troca ibnica, cromatografia de afinidade do boronato,
imunoensaios (radioimunoensaio e Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA), método
colorimétrico com &cido tiobarbitdrico e método enzimaético utilizando proteinase e cetoamina
oxidase (Roohk 2008, Kohzuma 2011, Kohzuma, 2002, Raghav 2014), porém nenhuma destas

técnicas estdo atualmente disponiveis na rotina laboratorial (Furusyo, 2013).

Os intervalos de referéncia descritos para AG sdo dependentes do método utilizado. Uma
vez que a albumina possui diferentes sitios de glicacéo, os niveis de AG podem variar de acordo
com os sitios analisados pela metodologia empregada. Além disso, 0s valores obtidos também
serdo distintos se 0 método de andlise considerar a medida da molécula de AG e ndo dos
amino&cidos glicados (Kohzuma, 2011). Por exemplo, as técnicas de imunoensaio, métodos
colorimétricos com acido tiobarbitdrico e enzimaticos consideram os aminoacidos glicados como
referéncia para os niveis de AG. Ja as técnicas de HPLC e demais cromatografias consideram a
molécula de AG para definicdo de seus niveis. Apesar desta diferenca, todas as técnicas de
andlise disponiveis concordam que a proporcdo de AG em pacientes com DM aumenta cerca de

2 a 5 vezes em comparacao a pacientes normoglicémicos (Anguizola, 2013).
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Com o objetivo de superar as limitacbes das técnicas previamente existentes,
recentemente, uma nova metodologia enzimatica com tempo operacional reduzido e facilidade
de execucdo tanto por analise manual ou automatizada, foi proposta para avaliagdo dos niveis de
AG. Este método apresenta trés etapas (Figura 2), utilizando proteinase especifica para albumina
e cetoamina oxidase, além do reagente verde de bromocresol para a dosagem da albumina total e
posterior calculo da %AG. Na validacdo realizada para a introducdo do teste no mercado, 0
desempenho analitico foi excelente e ndo apresentou influéncia pela bilirrubina e glicose,
somente uma leve interferéncia nos niveis de AG na presenca de Hb e &cido ascorbico
(Kohzuma, 2002). Outros estudos encontraram resultados similares ao de Kohzuma et al (2002),
concluindo que a nova metodologia enzimatica demonstra reprodutibilidade, acuracia (Kohzuma,
2011) e boa correlagdo com a ALC (Paroni, 2007; Rodriguez-Capote, 2015). Em adicdo,
Montagnana et al (2013) avaliaram a variacdo bioldgica da AG medida por este método
enzimatico e relataram um coeficiente de variacdo intra-individuo menor para a AG em

comparacéo a frutosamina e A1C (1.7%, 2.8% e 2.4%, respectivamente) (Montagnana, 2013).
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Figura 2 — Reacdo enzimatica para determinacdo de AG. Etapa 1: Liberacdo de amino4cidos glicados da molécula
de AG através de uma enzima proteinase especifica para albumina, e posterior separacdo de aminoacidos e
glicosona (um produto intermediario resultante da oxidacéo de um produto de Amadori) por uma enzima cetoamina
oxidase. A reacdo gera um produto colorido que é proporcional & concentracdo de AG. Etapa 2: reacdo entre
albumina e verde de bromocresol em meio &cido, gerando um complexo colorido que é proporcional a concentragao
de albumina total. Etapa 3: A %AG é posteriormente calculada considerando as duas reages.

Fonte: Adaptada do RCSB Protein Data Bank pelos autores.
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A AG apresenta uma boa estabilidade quando congelada a temperaturas muito baixas. No
estudo de Kohzuma et al (2011), amostras congeladas a -80°C mantiveram o0s niveis de AG
estaveis por 4 anos. Watano et al (2013) encontraram 0s mesmos resultados para o
armazenamento a -70°C, porém observaram que em amostras de soro de pacientes com DM
mantidas a -20°C, os niveis de AG aumentaram consideravelmente apds 6 meses (Watano,
2013). Nathan et al (2014) determinaram os niveis de AG em amostras de participantes do
estudo The Diabetes Control and Complications Trial Research Group (DCCT) congeladas a -
70°C ha 23 anos, e concluiram que a estabilidade deste analito manteve-se adequada (Nathan,

2014).

Entretanto, apesar de todas as caracteristicas citadas, AG ainda ndo é um teste
regularmente disponivel na pratica laboratorial (Sacks, 2011), mas tem sido fortemente
empregada nas pesquisas clinicas em DM na Gltima década. O responsavel pelo aumento no
namero de estudos acerca da AG foi a consolidacdo, embora sem um consenso internacional
definido, da nova metodologia enzimatica (Lucica® GA-L Kkit, Asahi Kasei Pharma

Corporation, Japdo) desenvolvida para a sua dosagem.

3. USO DA AG EM CONDICOES QUE AFETAM A A1C

Na préatica clinica, a A1C é utilizada como teste de referéncia para monitoramento
glicémico no DM, sendo, ainda, uma ferramenta diagndstica incorporada desde 2010 (ADA,
2015). Todavia, existem algumas desvantagens pontuais e controvérsias que limitam o uso da
AlC (Tabela 1), que estdo relacionadas a certas situagdes clinicas ou aos meétodos analiticos
empregados para a sua analise (Sacks 2011, Cavagnolli, 2015). Estas condi¢Ges podem gerar

resultados falsamente elevados ou reduzidos nos niveis de A1C, sem estar verdadeiramente
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correlacionado com a glicemia média (Raghav, 2014), implicando diretamente no manejo dos

pacientes com DM.

Tabela 1 — Situac@es clinicas que exibem possiveis interferéncias nos niveis de A1C

Interferentes analiticos
Hemoglobinas variantes™
Uremia*

Interferentes fisioldgicos
Gestacéo
Anemia por deficiéncia de ferro
Deficiéncia de ferro
Anemia hemolitica
Hemorragia
Neonatos?

Persisténcia hereditaria de HbF2
*Nessa condi¢do, alguns métodos certificados pelo National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
podem ser empregados e obtidos niveis acurados de A1C.
1HbS, HbC, HbE e HbD
2HbF ¢ tanto um interferente analitico quanto um interferente fisiol6gico. Em niveis <30%, pode ser medido
acuradamente por algumas metodologias certificadas pelo NGSP.

Fonte: Adaptado de Koga (2014).

3.1 AG E PRESENCA DE ALTERACOES NA HB

A AG pode ser utilizada em qualquer alteracdo hematoldgica que interfira no tempo de
meia-vida das hemécias e/ou na estrutura ou caracteristicas quimicas da Hb (Raghav, 2014).
Anemias hemoliticas e episddios de sangramento reduzem os valores de A1C, enquanto anemias
ferroprivas ou deficiéncia de ferro, talassemias e hemoglobinopatias podem elevar estes
resultados, estas Ultimas sendo responsaveis por interferéncias analiticas em alguns métodos
(Silva, 2016; Cavagnolli, 2015; Koga, 2010). Durante o periodo fetal, o principal tipo de Hb

presente nas hemaécias é a Hb fetal (HbF), a qual vai gradualmente sendo substituida pela Hb A

23



apos o nascimento. Uma vez que a A1C é um produto de glicacdo da HbA, neonatos tendem a

possuir niveis falsamente diminuidos (Suzuki, 2011).

3.2 AG E GESTACAO

Durante a gestacdo é recomendado que, tanto mulheres que ja possuem DM1 ou DM2
guanto aquelas que desenvolvem diabetes mellitus gestacional (DMG), sejam acompanhadas
pelo automonitoramento glicémico e pelos niveis de A1C (ADA, 2015). Todavia, é bem
estabelecido que durante os ultimos meses de gestacdo ha um aumento na demanda de ferro, o
que diretamente reflete em mudancas nos niveis de A1C de mulheres gravidas em diferentes
trimestres da gestacdo (Hashimoto, 2015). No estudo de Hashimoto et al (2010) conduzido em
gestantes japonesas com DM, acompanhadas em quatro momentos da gravidez, foi evidenciado
uma elevacdo significativa da A1C no final da gestacdo, mostrando uma relacdo inversa com a
ferritina e a saturacdo da transferrina, ao passo que a AG manteve-se estdvel em todas as
medicdes, por ndo sofrer interferéncia das mudancas fisiol6gicas caracteristicas da gestacdo

(Hashimoto, 2010).

3.3 AG E DOENGA RENAL CRONICA (DRC)

Em pacientes com DM e doenca renal cronica (DRC), a A1C pode ndo ser um marcador
confiavel do controle glicémico, pois a DRC exibe muitas caracteristicas que resultam em falsos
resultados de A1C (Zhen, 2012). Pacientes com DRC geralmente apresentam deficiéncia de
eritropoietina e, consequentemente, desenvolvem anemia. Deste modo, se faz necessaria o uso de

eritropoietina exodgena para compensar a diminuicdo da sintese enddgena pelo rim, assim como
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de ferro, o que altera falsamente os niveis de A1C. Em adicdo, estes pacientes podem necessitar
de frequentes transfusbes de sangue e, quando em hemodidalise, apresentam uma diminuicao de
20-50% do tempo de vida dos eritrocitos, contribuindo também para falsos valores de A1C (Vos,
2011). O aumento da uremia na DRC é responsavel pela producdo de uma Hb modificada,
conhecida como Hb carbamilada, um fator interferente in vitro em algumas metodologias

analiticas para dosagem de A1C (Cavagnolli, 2015).

Alguns estudos tém demonstrado que a AG fornece um controle mais preciso da glicemia
em pacientes com DRC em estagios avancados (Inaba, 2007; Freedman, 2010; Zhen, 2012;
Sany, 2013). Contudo, na presenca de proteinuria maci¢ca na DRC, com diminui¢do da albumina
sérica, os niveis de AG também podem ser falsamente alterados (Harada, 2014; Zhen, 2012),
fazendo-se necessario uma avaliacdo critica e adequacdo na escolha do melhor marcador

glicémico nessa condicéo.

Assim sendo, na presenca de qualquer possivel interferente da A1C, a AG pode ser uma
alternativa adequada para o controle glicémico do DM, uma vez que ndo € influenciada pela

maioria destas condi¢des (Koga, 2014).

4. AG NO DIAGNOSTICO DE DM
Apesar do evidente valor informativo da A1C no monitoramento do DM, alguns autores
tém questionado o ponto de corte utilizado para este teste no diagnostico da doenca. Isto porque
os critérios atuais adotados mostram uma discrepancia entre a propor¢édo e perfil de pacientes
identificados com DM pela A1C, em comparagéo aos testes baseados na glicemia (Carson, 2010;
Cavagnolli, 2011). Em adicdo, aqueles pacientes que apresentam condi¢des especiais que

interfiram nos resultados de A1C, deveriam ser rastreados para DM com marcadores
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alternativos. No Jap&o, com o surgimento do método Lucica GA-L® para analise de AG no soro,
0 novo marcador obteve aprovacgdo clinica para uso. Desde entdo, alguns estudos de acuracia
diagnostica para DM tém sido publicados utilizando este método enzimatico para anélise de AG

(Tabela 2).

Tabela 2 — Estudos de acuracia diagnéstica da AG e o0s respectivos pontos de corte encontrados para

rastrear DM.

Estudo N Regido Homens IR AG (%) DM cut-off SxE

Tominaga et al. 2006 699 Japdo 52% 12.3-16.9 - -

Paroni et al. 2007 32 Italia 37% 11.7-16.9 - -

Kohzumaetal. 2011 201 EUA 47% 11.9-15.8 - -

Furusyo et al. 2011 1575 Japdo 30% 12.2-16.5 15.5% 83.3x83.3

Hwang et al. 2014 852  Coreia 58% - 14.3% 66.4 x 52.5
Ikezaki et al. 2015 176 Japdo 46% - 15.2% 62.1 x61.9
Hsu et al. 2015 2192 Japédo 50% - 14.9% 78.5x 80.0

IR AG: intervalo de referéncia para AG; S x E: sensibilidade versus especificidade para os pontos de corte (cut-off)
encontrados.

Fonte: Tabela criada pelos autores.
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Em 2006, a Sociedade Japonesa de Diabetes (SJD) estabeleceu um intervalo de
referénciapara AG de 12.3% a 16.9% (Tominaga, 2006). Anos mais tarde, Furusyo e
colaboradores (2011) publicaram em estudo maior (n=1.575) um intervalo de referéncia de AG
de 12.2% a 16.5%, corroborando com o reportado pela SID. Ainda, este estudo encontrou que o
ponto de corte de AG >15.5% apresentou uma otima sensibilidade e especificidade (83.3%) para
identificar DM, utilizando a GJ e/ou A1C (>126mg/dL e >6,5%, respectivamente) como testes
referéncia (Furusyo, 2011). Em 2015, o mesmo grupo avaliou 176 residentes do Japéo
diagnosticados com DM pelo teste oral de tolerancia a glicose conforme critérios da OMS
(WHO, 2013). A anélise da curva ROC mostrou que a AG obteve diferencas significativas na
area sob a curva (AUC) para diagnostico de DM quando combinada com a GJ ou G2h, do que

quando isolada (AUC: 0.863, 0.968 e 0.672, respectivamente) (Ikezaki, 2015).

Hwang et al (2014) estimaram diferentes pontos de corte de AG para o diagnostico de
DM e pré-DM em 852 individuos entre 20 e 83 anos na Coréia, utilizando os critérios da ADA
para classificacdo da doenga (ADA, 2015). O estudo encontrou um ponto de corte de 12.5% para
identificar pré-DM e 14.3% para DM. Quando foram comparados os resultados de A1C e AG no
diagndstico de DM baseado nos testes de glicemia, foi percebida uma maior sensibilidade
(66.4% AG versus 52.5% A1C), mas menor especificidade (88.3% AG versus 95.1% A1C) da
AG para predizer uma G2h >200mg/dL. Quando associado os valores de 14.3% de AG com o de
126mg/dL de GJ, foi obtida a maior sensibilidade (77.5%, IC: 72.17-82.0) para diagnéstico de
DM (Hwang, 2014). Em comparacdo, Hsu e colaboradores (2015) descreveram um ponto de
corte de AG >14.9% para DM (sensibilidade: 78.5%; especificidade: 80.0%), avaliando 2192
individuos em Taiwan com média de idade de 60.1 anos. Ainda, quando comparado os valores
de 5.7% e 6.5% de AL1C dos participantes, a AG correspondente foi de 14.5% e 16.5%,

respectivamente (Hsu, 2015).
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Estudos menores obtiveram intervalos de AG entre 11.9 — 15.8% (em 201 residentes da
Carolina do Norte, EUA) (Kohzuma, 2011), 10.2 — 16.1% (em 217 imigrantes africanos na
Ameérica) (Sumner, 2015) e 10.5 — 17.5% (em 44 voluntarios em estudo de validacdo no Canada)
(Rodriguez-Capote, 2015) em individuos saudaveis sem DM. Em jovens obesos com idade entre
10 a 18 anos, o valor de AG encontrado por Chan et al (2015) para diagnostico de DM foi de

>12% quando utilizado a G2h como teste referéncia e 214% quando a A1C (Chan, 2015).

5. AG NO MONITORAMENTO GLICEMICO DE DM

Diferente do longo prazo para formacéo da A1C (cerca de 120 dias, tempo médio de vida
dos eritrdcitos), AG é formada em um periodo de aproximadamente 2 a 4 semanas (Figura 3)
(Koga, 2014). Essa caracteristica faz com que a AG seja mais fortemente correlacionada com as
medidas continuas de glicose, por ser mais sensivel as rapidas alteracGes da glicemia, as quais
ndo podem ser eficientemente identificadas somente com uma medida isolada de glicose

plasmatica (Kim, 2010; Danese, 2015).

0 30 60 90 120 dias
s | i O |
25%
AlC 25% 25%

Figura 3 — Representacdo das taxas de glicacdo da AG e A1C.

Fonte: Figura criada pelos autores.
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Em comparacdo com a A1C, a AG é mais indicada para monitorar o inicio da terapia
medicamentosa, tanto no DM1 quanto no DM2 (Yoshiuchi, 2008), ou até mesmo para controle
do ajuste de dose e mudanca de medicacdo (Hsu, 2015), pois 0s seus niveis diminuem mais
rapidamente do que a A1C em um tratamento intensivo (Danese 2015). Paroni et al (2007)
evidenciaram que a AG foi um melhor marcador para avaliar as respostas ao tratamento com
insulina em pacientes DM2 com controle glicémico inadequado e, ainda, que a AG mostrou uma
maior correlacdo com a GJ do que a A1C (r=0,75 versus r=0,54, respectivamente) (Paroni,
2007). Em adicdo, no estudo de Yoon et al (2015) com pacientes avaliados no momento do
diagnostico de DM2 e acompanhados por mais de 4 anos, foi observado que a piora da funcao da
célula beta-pancreatica (avaliada pelos niveis de peptideo-C estimulados por glicose) foi
associada com o tempo de duracdo da doenca e com o aumento da AG e da razdo AG/AL1C, mas

ndo com a A1C isoladamente (Yoon, 2015a).

De um modo geral, enquanto os niveis de A1C sdo utilizados para retratar a glicemia
média, a AG pode ser empregada para 0 mesmo fim e, ainda, para avaliar a variabilidade
glicémica e os niveis de glicose pos-prandial mais adequadamente (Suwa, 2010; Koga, 2014). A
elevacdo da glicemia poOs-prandial estda associada com aumento do risco de doencas
cardiovasculares e microangiopatia, sendo, portanto, importante a deteccdo desta hiperglicemia
especifica (Koga 2014). As razdes pelas quais a AG se relaciona melhor com a glicemia pds-

prandial ainda néo estdo elucidadas (Koga, 2010).

6. AG COMO PREDITOR DAS COMPLICACOES EM LONGO PRAZO NO DM

A hiperglicemia cronica caracteristica no DM é responsavel por danos sisttmicos em

portadores da doenca e, consequentemente, aumenta consideravelmente o risco de

29



desenvolvimento de doencas micro e macrovasculares ao longo do tempo (SBD, 2015; ADA,
2015). A A1C ¢é um marcador que tem sido fortemente explorado em pesquisas clinicas e
inimeras evidéncias concretizaram 0 seu uso como preditor para essas complicacbes (DCCT
1993, UKPDS 1998). Contudo, ainda é controverso se o principal fator determinante para os
danos crénicos no DM ¢ a glicemia média em si ou a variabilidade glicémica (Nathan, 2014).
Para isso, recentes estudos tém avaliado o potencial preditivo de testes que estdo mais associados
com a glicemia de curto prazo e que possam ser utilizados como marcadores alternativos a A1C,

como a AG.

Selvin et al (2011) avaliaram, transversalmente, 1.600 individuos recrutados para o
estudo Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) conduzido nos EUA. Os autores observaram
que nos participantes com DM2, tanto a AG quanto a frutosamina foram significativamente
associadas com as prevaléncias de albuminuria, DRC e retinopatia, mesmo apds ajuste para
covariaveis diversas (Selvin, 2011). Em estudo longitudinal, este mesmo grupo avaliou 12.306
participantes do ARIC, que foram acompanhados por mais de 20 anos e evidenciou que, tanto a
AG quanto a frutosamina, se associaram de forma similar @ A1C para predizer retinopatia e DRC
no DM. Estes achados se confirmaram nos pacientes que foram diagnosticados com DM no
periodo basal e naqueles que desenvolveram DM durante o seguimento. As razdes de chances
(OR) observadas para o surgimento de retinopatia em pacientes com DM quando os niveis de
AG eram entre 15.7% e 23.0%, foram menores do que quanto a AG era >23.0% (OR>8 e
OR>15, respectivamente), mesmo em modelo estatistico ajustado para os niveis de A1C (Selvin,

2014).

Nathan et al. (2014) utilizou amostras de pacientes dos estudos DCCT e Epidemiology of
Diabetes Interventions and Complications (EDIC) para avaliar a correlagdo da AG com as

complicagdes crénicas no DM1, em um tempo medio de seguimento de 6.5 anos (Nathan, 2014).
30



O estudo mostrou que a AG, assim como a A1C, foram fortemente associadas com o surgimento
de retinopatia e nefropatia nos pacientes, ndo sendo evidenciada a mesma correlacdo com a
glicemia média obtida por um perfil de sete pontos de medicGes de glicose. Em outro estudo com
154 pacientes DM1 acompanhados em média por 2.8 anos, a progressao para nefropatia foi
associada somente com a AG e ndo com a A1C. O mesmo estudo ndo encontrou associagédo entre

estes dois marcadores glicémicos e os desfechos cardiovasculares (Yoon, 2015D).

7. LIMITACOES DA AG

Embora a AG ndo seja influenciada pela anemia e demais condigdes citadas neste artigo,
em situacBes que interfiram no metabolismo da albumina, a AG pode apresentar valores
alterados (Tabela 3). Em teoria, a AG ndo ¢ influenciada pelos niveis de aloumina sérica, uma
vez que seus valores sdo corrigidos para o total de albumina, porém baixos niveis da proteina se
associam com o aumento das taxas de glicacdo. Por outro lado, 0 aumento do metabolismo da
proteina reflete em menores niveis de AG (Bhonsle, 2012). Logo, em condicdes de
hipertireoidismo, hipotireoidismo, cirrose hepatica, sindrome nefrética com proteinuria macica,
ou outras situacBes com niveis alterados de albumina no sangue, o uso da AG deve ser bem

avaliado (Furusyo, 2013).
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Tabela 3 — Situacdes clinicas que exibem possiveis interferéncias nos niveis de AG

Condigdes que aumentam o metabolismo da albumina
Hipertireoidismo
Sindrome de Cushing
Sindrome nefrotica
Uso de glicocorticoides
Hipercalciuria
Doenca hepatica ndo alcoolica com aumento de ALT*
Adiposidade visceral aumentada
Obesidade
Fumo
Condicdes que diminuem o metabolismo da albumina
Hipotireoidismo
Cirrose hepética
Emagrecimento

*enzima hepética ALT (alanina aminotransferase).

Fonte: Adaptado de Koga (2014).

Outras situacdes ja descritas que podem influenciar os niveis de AG independentemente
da glicemia, séo a idade, obesidade e condicdo inflamatoria,(observada pelo aumento da proteina
C reativa), fumo, hipertrigliceridemia, entre outros (Koga, 2014; Koga, 2010; Furusyo, 2013).
Existe pouca evidéncia sobre a interpretacdo da AG em diferentes grupos étnicos, porém o
estudo de Selvin et al (2011) com 1.376 individuos sem DM e 343 com DM, mostrou que tanto a
AG quanto a AL1C estdo significativamente elevadas em negros quando comparados aos brancos
(Selvin, 2011). Sendo assim, os dados aqui apresentados mostram que também é preciso um
cuidado na interpretacdo dos niveis de AG na presenca de algumas situacdes clinicas. No
entanto, pelo fato de este teste ser relativamente novo, poucos estudos sobre os interferentes da

AG foram publicados.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A AG € um marcador da glicemia de curto prazo que tem sido avaliado como um teste
alternativo & A1C em pacientes com DM. Em comparacdo a A1C, a AG se mostra mais
confidvel para avaliacdo da variabilidade glicémica, é especialmente indicada para pacientes em
hemodialise e ndo sofre interferéncia na presenca de anemias ou processos hemoliticos. Em
comparacdo a dosagem de frutosamina, a AG € mais vantajosa, pois ndo é influenciada pela
concentracdo das proteinas séricas e possui uma metodologia enzimatica de analise de facil e
rapida execucgdo, com alta eficicia analitica e maior padronizagdo. Como descrito anteriormente,
em situacdes clinicas que alterem falsamente os niveis de A1C, a medida de AG pode atribuir
um resultado confiavel para o acompanhamento glicémico no DM. No entanto, a fisiologia de
formacdo das duas moléculas garante vantagens a AG frente a A1C no acesso do controle da
glicemia, mesmo na auséncia destes interferentes. Por fim, muitos estudos tem demonstrado que
a AG tem uma boa acuracia diagnostica e estd fortemente associada as complicacoes
microvasculares no DM. Entretanto, é necessario um consenso internacional sobre o uso deste
teste, para garantir a sua inclusdao na rotina clinica e laboratorial mundial, melhorando, assim, o

rastreamento e manejo de pacientes com DM no futuro.
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OBJETIVO

Avaliar e comparar o desempenho de dois métodos enzimaticos disponiveis para dosagem de AG
e estabelecer intervalo de referéncia para os niveis de AG em individuos saudaveis do Sul do

Brasil.
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ABSTRACT:

Glycated albumin (GA) is a test that has acquired highlight in studies regarding Diabetes
Mellitus (DM), as an alternative laboratory marker to glycated hemoglobin (A1C). GA reflects a
short-term glucose monitoring, and it is not influenced by hemoglobin metabolism. Recently, a
new enzymatic methodology for the specific measurement of GA in blood has been reported. We
carried out an experimental study for the analytical evaluation of two GA enzymatic assays
commercially available in Brazil (“Glycated albumin assay kit”, Crystal Chem, Illinois, EUA
and “GlycoGap”, Diazyme, California, EUA). We performed a method comparison between the
two Kkits with 85 samples from diabetic and non-diabetic patients, following Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) recommendations. Afterwards, the kit with less
imprecision was evaluated in an interference experiment and the GA reference range was
determinate. There were excellent correlation and agreement between methods (R= 0.91,
p<0.001; bias= 1.2%). Diazyme® GA assay presented the best non-automated analytical
precision (CV% total of 3.5% and 3.8% for Diazyme® and Crystal Chem® methods,
respectively) and a total automated imprecision of 3.2%. There was no interference of
hemoglobin up to 6.0 g/L in Diazyme® GA results, however bilirubin at 128.2 umol/L and
triglycerides at 4.6 mmol/L showed a bias >10% in GA levels. The reference interval for GA in
healthy Brazilians (n= 140) was 11.8% to 17.8%. GA showed an overall strong correlation with
A1C (R= 0.79, p<0.001). In conclusion, our data shows a good analytical performance for the
two GA enzymatic assays analysed, although it remains uncertain the real effect of interfering
substances on this reaction. The association between A1C and GA demonstrates that this new

marker may be useful in the assessment of glycemic control when AL1C results are unreliable.

Key words: Glycated albumin; method comparison; reference range; Diabetes Mellitus
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1. Introduction

Diabetes Mellitus (DM) is a worldwide healthcare issue associated with several clinical
outcomes and extensive costs for the health system (IDF, 2015). The chronic hyperglycemia is a
striking characteristic of diabetic patients, responsible for micro and macrovascular damage with
the time. Glycated haemoglobin (A1C) is the current reference test for long-term glycemic
monitoring, and it is also a tool for diagnose DM, as well as to predict its complications (ADA,
2015; SBD, 2015). However, there are many conditions which may implicate in false and
unsuitable A1C results, such as haemolytic, renal or iron deficiency anemia,
hemoglobinopathies, pregnancy and uremia (Sacks, 2011; Cavagnolli, 2015; Silva, 2016). In all
these situations the clinical interpretation of AL1C results is very difficult and the use of

alternative markers for monitoring DM is often necessary.

Fructosamine is a laboratory test which measures the amount of plasmatic glycated proteins.
Consequently, it reflects a short-term glycemic control due the brief half-life time of these
proteins (Danese, 2015). However, fructosamine levels are easily influenced by low-molecular-
weight compounds coexisting in the blood, and its values are dependent on the total protein
concentration, which does not ensure a specific result (Raghav, 2014; Kohzuma, 2002). Once the
albumin is the most prevalent serum protein, the specific quantification of glycated albumin
(GA) may be more helpful to clinical interpretation. There are several analytical techniques for
GA, but none of these single methods show essential characteristics, such as high accuracy,
quickness and a low cost to be performed (Paroni, 2007; Furusyo, 2013). However, even
fructosamine and GA are not affected by the conditions that interfere on A1C analysis, these

tests have not acquired the same popularity than A1C (Paroni, 2007; Raghav, 2014).

In 2002, Kohzuma and colleagues described an enzymatic method for GA measurement,

which uses an albumin-specific proteinase. This method expresses the GA results as a percentage
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of the glycated fraction of total serum albumin, by a faster, easier and more cost-effective
technique than the previous described (Kohzuma, 2002). This assay was first commercially
registered as Lucica GA-L® by Asahi Kasei Pharma from Japan, and subsequently, it was
marketed by other manufacturers. Thenceforward, some authors have evaluated the analytical
performance of this new test (Paroni, 2007; Kohzuma, 2011), and also studied its clinical utility
for DM (Nathan 2014; Selvin, 2014; Fredman, 2010; Koga, 2014). GA has showed a better
correlation with glucose excursions and post-prandial hyperglycemia than A1C, which made it
more indicated for assessing treatment efficacy (Paroni, 2007; Yoshiuchi, 2008; Hsu, 2015).
Furthermore, GA seems to have a similar association with A1C in predicting microvascular
complications in DM type 1 (Nathan, 2014; Yoon, 2015b) and type 2 (Selvin, 2011; Selvin,
2014). 1t seems also to be a useful marker for screening the disease (Hsu, 2015; Hwang, 2014;
Ikezaki, 2015; Furusyo, 2011; Chan, 2015). However, GA test is not widely available in

laboratories and is not recommend by international guidelines, except in Japan (Koga, 2014).

The aim of the present study was to perform a verification and comparison between two
different kits of enzymatic assay for GA and access its correlation with A1C. Also, we

established a reference range of GA values in a sample of normoglycemic Brazilians.

2. Materials and Methods

This is an experimental study of methods verification and comparison that followed the
EP09-A3 protocol of Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) for method comparison

(CLSI, 2013). The protocol of verification is summarized in Figure 1.
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Figure 1 — Verification study protocol.
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2.1 Patients description

To perform an analytical evaluation of the enzymatic kits, we selected blood samples
from adult patients (218 years old) from Clinical Biochemistry department at a university
hospital in Brazil. To ensure that GA concentrations would cover the entire analysis range of the
methods, we selected patients with low A1C levels (A1C <6.5%; n= 31), mild pathological A1C
levels (A1C from 6.5% to 8.9%; n= 27) and severe pathological A1C levels (A1C >9.0%; n=
27). Moreover, the patients selected should have blood samples without anticoagulant collected

on the same day of the A1C, to allow GA measurement.

We excluded patients with conditions which could influence GA or A1C levels, such any
type of anemia, patients undergoing erythropoietin treatment, pregnant women, and patients with

chronic renal disease, hypothyroidism, hyperthyroidism or cirrhosis.

Random serum specimens from outpatients attending Clinical Biochemistry department
for routine blood tests were selected to perform interference studies to evaluate the effect of
hemolysis, lipemia and bilirubinemia on GA levels. Hemolysis was induced in a blood specimen
preserved in K2EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2 4 mL, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ), by addition of distilled water (proportion 1:4) and subsequently centrifugation for
hemolysate plasma removal (3000xg, 10 min). Serum samples (BD SST® I Advance® 5 mL,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) with icterus (total bilirubin >342 umol/L) and lipemia

(triglycerides >11.29 mmol/L) were also reserved.

To establish the reference range for GA and to correlate GA levels with A1C values, we
invited some volunteers for one single peripheral blood collection after overnight fasting. Two
specimens of blood were obtained: one preserved in K2EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2 4

mL, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and one without anticoagulant (BD SST® Il
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Advance® 5 mL, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Serum was achieved from the second
sample collected, by centrifugation (3000xg, 10min) not longer than 30 minutes after
venipuncture. Only adults individuals (>18 years old) from both sex, who auto-declared without
DM or prediabetes or any comorbid associated with interferences in A1C or GA levels, as listed
above, were included. We also excluded those participants that were classified with DM or
prediabetes by fasting glucose and/or A1C after the recruitment, according to American Diabetes
Association criteria (ADA, 2015), and those with abnormal serum albumin concentration (<30.5

g/L and >50.5 g/L).

All samples were frozen over -80°C and only thawed once on the day of the analyses, by

a 4°C temperature for thawing.
2.2 Method comparison

We compared two kits for GA by the enzymatic assay available for Brazil: “Glycated
albumin assay kit” (Crystal Chem, Illinois, EUA) and “GlycoGap (Diazyme, California, EUA).
The kit Lucica GA-L® from Asahi Kasei Pharma, was not included in our study because it is not
commercially available in Brazil. However, the two Kkits studied here have proposed the same

enzymatic reaction than Lucica GA-L®, using an albumin-specific proteinase.

GA was measured in 85 serum samples by the two methods, in a period of five days,
using the same reagent lots, by manual procedure (Anthos Zenyth 200 Microplate Reader,
Biochrom, England). We evaluated the analytical imprecision of the assays, using two
lyophilized control materials by each manufacturer, with high (pathological) and low (normal)
levels of GA. Within (n= 20) and between-run (n= 20) repeatability was estimated by calculating
the coefficient of variability intra-assay (CV%intra) and inter-assay (CV%inter) for the two

enzymatic kits, respectively. CV% total was calculated as: V(CV%inter + CV%inter).
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GA kit with less imprecision was used in the next step of the verification and
incorporated in our research laboratory. Also, we established the within and between-run
repeatability using an automatic Cobas501 biochemistry analyzer, Roche Diagnostic, Mannheim,

Germany.
2.3 Interference study

To verify the influence of hemoglobin, bilirubin and triglycerides on GA results, we
performed a study based on EP7-A2 protocol of CLSI (CLSI, 2005). We spiked crescent
concentrations of interfering substances (described in 2.1) separately, on aliquots prepared of
two specimens containing low and high values of GA, and normal levels of hemoglobin,
bilirubin and/or triglycerides. GA was measured in each sample, before and after addition of
interfering substances. Total bilirubin, conjugated bilirubin, and triglycerides were analyzed by
automated colorimetric assays (Cobas C501, Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), and free
hemoglobin was measured by a blood gas analyzer (ABL800 flex, Radiometer, Copenhagen,
Denmark), in all aliquots. We calculated the bias of interference by the difference between
expected and observed GA levels, in the specimens used for each interfering substance. Average
bias were considered analytical significant when exceeding £10% of expected value, regarding

the basal level.
2.4 Reference range determination

GA levels were measured in 144 volunteers by an automatic biochemistry analyzer
(Cobas C501, Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), using the enzymatic kit GlycoGap®
(Diazyme, California, EUA). The reference range was shown as mean + 2 standard deviations

(SD). We excluded outliers after its identification by Grubs' test (Grubs, 1969).
2.5 Association between GA and A1C
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Pearson’s coefficient of correlation (R) was estimated from results of A1C measured by
high performance liquid chromatography (HPLC) method (VARIANT II™ System, Bio-Rad,
California, EUA) and GA, in all samples of this study (N = 225), for both A1C <6.5% and A1C

>6.5%.
2.6 Ethical considerations

The authors have signed a term for use of biological samples and their associated
information, before perform the method verification. Also, each volunteer of the reference range

study signed the informed consent previously of their participation.
2.7 Statistical analysis

Values were expressed as mean + SD, median (interquartile interval), frequencies (%) or
CV%, when appropriated. Pearson coefficient (or coefficient of correlation) and Bland-Altman
plot were performed to assess the correlation and concordance of methods, respectively. Shapiro-
Wilk test was applied to verify the normality of samples. Wilcoxon, paired and independently T-
tests, One-way ANOVA and Kruskal-Wallis were used to compare medians and means between
GA methods or GA and AL1C. All statistical analyses were performed using the software
Statistical Package for Social Sciences® (SPSS, version 18.0) and results were considered as

statistically significant when p<0.05.
3. Results
Methods comparison

Laboratory and demographic characteristics of the patients included in this methods
verification and comparison study are depicted in Table 1. All individuals showed normal levels

of creatinine and urea, as well as in full blood cell count parameters. Fasting glucose (FG), A1C,
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GA and creatinine values were significantly different (p<0.001) into categories of Al1C, as

expected.
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Table 1 — Demographic and laboratory catactheristics of patients included in the methods comparison study.

All Al1C <6.5% Al1C 6.5-8.9% A1C 29% p

N 85 31 27 27

Age (years old) 61.2+125 56.4 +21.8 63.2+12.3 59.3+115 0.288
Man (%) 32 (37.6) 10 (32.3) 8 (29.6) 14 (51.9) 0.179
FG (mg/dL) 160.5 (113.5 — 224.5)101.5 (95.2 — 108.7)147.0 (114.0 — 179.5)212.5 (125.7 — 256.0)*0.001
AlC (%) 91+23 5.8+0.3 7.8+0.6 103+14 *0.001
Albumin (g/dL) 4.4+0.4 46+05 45+0.5 4.4+0.4 0.318
RBC (10°/uL) 45+0.4 45+0.4 45+0.4 4.7+0.4 0.081
Hemoglobin (g/L) 136+1.2 134+10 134+11 139+13 0.143
Hematocrit (%) 39.9+33 39.7+2.7 39.8+34 41.5+3.2 0.098
Urea (mg/dL) 38.2+10.5 35.8+10.2 42.3+115 32.7+13.9 0.067
Creatinine (mg/dL)  0.81+£0.21 0.70+0.18 0.73+0.21 0.84 £ 0.15 *0.037

Crystal Chem® GA (%)19.3 (16.9 - 24.9)  14.9 (12.9-17.8) 17.9(16.0-21.2) 21.1(18.9-258)  *0.001
Diazyme® GA (%)  23.7(17.6-27.0) 157 (13.2-17.6) 18.9(16.9-24.9) 22.2(19.9-30.4) *0.001

FG: fasting glucose; RBC: red blood cell count. Patients are divided into categories of A1C, considering the criteria applied to selection for methods verification.

Data presenting as mean + SD or median (interquartile interval).
*p-value shows a statistically significant difference between all A1C categories (One-way ANOVA or Kruskal-Wallis tests).
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Figure 2 shows the correlation between GA measured by Crystal Chem® and Diazyme®
kits. These methods presented an excellent and significant correlation (R= 0.91; p<0.001). Figure
3 shows the Bland-Altman plot, to assess the concordance between the two assays. The methods
presented a good overall agreement between their results (1.2 + 2.5%; mean of differences +
2SD of differences). However, it is possible to note a larger dispersion of results with higher GA
levels, indicating a lower concordance between of the assays dependent on GA levels. Three
results were outside the limits of concordance for the methods (6.2 to -3.8), with an absolute bias
of 6.9, 7.3 and 10.3%. All discordant results presented severe pathological A1C levels (>9.0%)
and, consequently, higher GA. When GA values by the two enzymatic assays of these outliers

were compared, it was observed that Crystal Chem® kit exhibited the lowest results.

Considering all results altogether, there was a statistically significant difference between
GA by the two methodologies (p= 0.001). Therefore, we compared the GA values obtained by
the two assays in the different categories of A1C (A1C <6.5%; A1C 6.5% - 8.9% and >9%)
separately. There was no difference for GA values between methods when A1C values were
lower than 6.5% (p= 0.214). In contrast, when A1C levels were higher than 6.5%, GA results
from both methods were statistically different (p= 0.003 and p= 0.007, for A1C between 6.5% -
8.9% and for A1C >9%, respectively; data not shown). The results obtained by Crystal Chem®

kit were lower than those obtained by Diazyme® kit throughout all measurements.
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Figure 2 — Correlation between GA by Crystal Chem® and Diazyme® methods (N= 85) in non-

diabetic and diabetic patients (R= 0.91; p<0.001).
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Figure 3 — Bland-Altman plot for concordance analysis between GA by Crystal Chem® and
Diazyme® methods. Central line illustrates the mean of absolute difference between methods
(bias = 1.2%) and dashed lines show 95% limit of agreement (mean of differences = 2 SD; 6.2%
to -3.8%).
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CV%intra, CV%inter and CV% total for Diazyme® and Crystal Chem® kits were 3.5%,
8.7% and 3.5% and 4.8%, 10.0% and 3.8%, respectively. Accordingly, we accomplished the next
steps of this study using Diazyme® GA assay, once this kit exhibited the lower analytical
imprecision, observed by its CV% values. Repeatability of Diazyme® was then assessed using
Cobas501 automatic analyzer. CV%intra, CV%inter and CV% total for the two quality control
levels were 3.4%, 3.0% and 2.5% (data not illustrated).

Interference study

Figure 4 presented the interference bias of hemolysis, lipemia and icterus in GA levels
measured by Diazyme® kit. Bilirubin showed a bias <10% up to 68.4 pmol/L, and reached a
negative interference (-21%) at 128.2 umol/L. Free hemoglobin did not exceed bias limits of
+10% in AG results up to concentrations of 6.0 g/L. Triglycerides implicated a positive
interference of +14% at 4.6 mmol/L and showed a bias of +23% at 7.5 mmol/L; the highest and

final concentration tested.
Reference range study

Table 2 presents the laboratory results and demographic characteristics of volunteers who
participated in the reference range. One hundred forty-four apparently healthy individuals were
included, but 4 of them were excluded: 2 due the presence of prediabetes by A1C (>5.7%) results
and 2 due to be identified as outliers in GA levels by Grubs’ test. Consequently, we analyzed 140
individuals without DM, prediabetes nor other condition which could interfere with GA results.
The number of participants included is in accordance to EP28-A3C protocol of CLSI for

verifying reference intervals (CLSI, 2010).
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Figure 4 — Interference bias of bilirubin, hemoglobin and triglycerides in GA results (Diazyme®). The dashed lines highlight the bias limits

of +10%.

56



Table 2 — General features of healthy volunteers included in the reference range study.

N 140
Age (years) 33.0(26.0 —48.7)
Man (%) 40
White ethnicity (%) 90.7
FG (mg/dL) 88.9+84
Al1C (%) 53(5.1-5.5)
Albumin (g/dL). 44+03
BMI 23.7 (22.1 - 25.8)

FG: fasting glucose; BMI: body mass index (weight in kilogram/ height in centimeters?).
Data are presented as mean = SD or median (interquartile interval).

Table 3 shows the results of GA measured by Diazyme® enzymatic assay in apparently
healthy adults. GA levels ranged from 11.8% to 17.8% (Figure 5). There were no differences for
GA results according to gender and age. Because mostly of volunteers were white, comparison

of GA values among ethnicities were not performed.
GA and A1C Association

Correlation between A1C and GA values (Figure 6) was weak but statistically significant
in normoglycemic healthy volunteers (R= 0.25, p= 0.003, n= 140). When GA results of 31
diabetic patients with A1C <6.5% were included, a total of 171 individuals were analyzed in a
new correlation. However, correlation between GA e A1C <6.5% remained weak (R= 0.30,
p<0.001). In contrast, there was a moderate association between AG and A1C >6.5% in diabetic
patients (n=54) (R=0.62, p<0.001). When diabetic patients were stratified by adequate and poor
metabolic control, it was observed a better correlation between GA and A1C in the poor control

group (A1C >9%; R= 0.64) than in the adequate control group (A1C of 6.5 — 8.9%; R= 0.46).
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Finally, when all samples from diabetic and non-diabetic individuals were considered (n= 225),

there was a strong correlation between A1C and GA (R=0.79, p<0.001).
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Table 3 — GA levels for normoglycemic Brazilians categorized by gender and age groups.

All Males Females p Age 1l Age 2 Age 3 Age 4 p
N 140 56 (40%) 84 (60%) A7 (33%) 37 (27%) 20 (14%) 36 (26%)
Mean 14.8 145 14.9 0.574 15.1 154 15.2 151 0.303

SD 1.5 1.6 1.4 1.3 1.7 1.5 1.6

IC9%% 145-150 141-149 146-153 147-155 143-154 138-152 139-151
Median 14.9 14.6 15.0 15.1 15.0 14.8 14.4
25thp 13.8 13.3 13.9 14.2 13.8 13.6 131
75thp 15.9 15.6 16.0 16.0 16.1 15.3 15.6
Amplitude 7.4 74 7.0 5.0 7.0 6.5 6.5

Age 1: 18 to 27 years; Age 2: 28 to 37 years; Age 3: 38 to 47 years; Age 4: 48 to 74 years; SD: standard deviation; IC: 95% confidence
interval for mean; 25™p: 25" percentile (first quartile); 75" p: 75" percentile (third quartile); Amplitude: maximum GA value — minimum
GA value. Values are expressed as %GA.
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Figure 5 — Histogram for GA results (Diazyme®kit) in a sample of non-diabetic and healthy
Brazilians (n= 140).
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— Diabetic patients (n= 54, R= 0.64, p<0.001).
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DISCUSSION

In this study we analyzed the analytical performance of two enzymatic kits for GA
measurement available for Brazil. We selected the Diazyme® kit for the next steps of the
verification study, due to presenting lower CV% total. Influence of hemolysis, lipemia, and

icterus on GA results, as well as the reference range was evaluated.

Diazyme® and Crystal Chem® GA kits showed a strong correlation (R= 0.91) and good
agreement (absolute bias of 1.2%). GA values in Bland-Altman analysis behaved within the
agreement interval of 6.2 to -3.8 for the assays, only three results with higher GA levels
remained outside de 95% limits of agreement. We investigated these extreme values
individually, and we noted that all of them presented A1C >9%. The values for GA obtained by
Crystal Chem® kit for these discordant results were lower than those obtained by Diazyme® kit
and unlikely for patients with poor glycemic control. The single outlier that exhibited a bias
>10% also showed A1C level of 15% and GA values by Diazyme® and Crystal Chem® were

46.1% and 35.8%, respectively (data not shown).

Regarding these slightly discordances found in our study when GA is high, we
investigated these variances by means comparison. Wilcoxon test showed significant differences
between GA from the two methods and paired T-test confirmed that GA values start to diverge
from each other when the corresponding A1C was >6.5%. Nevertheless, comparison of means is
not typically an analysis designated to laboratory methods comparison, once this approach not

reproduces the accuracy of the assays (Altman & Bland, 1983).

Originally, the enzymatic methodology with high-specificity for GA was designed by
Asahi Kasei company from Japan (Kohzuma, 2002) and its original kit, named as Lucica® GA-L

(Kohzuma, 2010), has been employed in several studies regarding DM, such analytical and
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diagnostic accuracy (Tominaga, 2006; Paroni, 2007; Kohzuma, 2011; Furusyo, 2011; Hsu, 2015;
Hwang, 2015; Sumner, 2015; Ikezaki, 2015; Chan, 2015) and clinical research (Selvin, 2011;
Nathan, 2014, Selvin, 2014; Yoon, 2015a; Yoon, 2015b). Diazyme® and Crystal Chem®
companies also have developed enzymatic kits for GA measurement but were launched into the
market after Lucica® GA-L. In literature, there are few studies employing Diazyme® GA assay,
two of them have evaluated its analytical performance and reported excellent results (Abidin,
2013; Rodriguez-Capote, 2015). Abidin et al. have also demonstrated an excellent association
between Diazyme® and Lucica® GA-L assays (R= 0.975). On the other hand, none publication
that used Crystal Chem® for GA measurement was found, therefore it was not possible to
compare our data with any other in the literature, except with the description of the manufacturer

inserted in the kit pack.

In the current study, we found a better, though not optimal, analytical precision for
Diazyme® compared to Crystal Chem® in a non-automated analysis (CV% total of 3.5% and
3.8%, respectively). The manufacturer of Crystal Chem® GA kit describes a large CV for its
assay (imprecision <10%), and it does not provide any information if it is considering or not an
automated analysis. The datasheet of Diazyme® reports only an automated imprecision at around

1%, which is not comparable with our data here presented.

However, due the superior analytical repeatability of the Diazyme®, and also for its
cheaper cost and easier availability compared to Crystal Chem®, we have chosen this kit to
proceed in the following steps of the verification and for implementation in our laboratory.
Accordingly, we assessed the automated precision of Diazyme® using a large biochemistry
analyzer, and we found that CVV% total decreases from 3.5% to 2.5%, concerning the manual
analysis. Despite this, we have not reached the precision indicated by the manufacturer at around

1% (Abdin, 2013).
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Abidin et al. (2013) were the first to investigate the analytical characteristics of
Diazyme® GA kit on a Hitachi 917 automatic clinical analyzer and reported a total imprecision
about 0.9% (Abidin, 2013). Rodriguez-Capote et al. (2015) evaluated the same kit on an ADVIA
1800 Siemens analyzer and showed that CV% total was around 1.7%, a little higher than that
reported by Abidin study and lower than ours results (Rodriguez-Capote, 2015). Our data are
more comparable with that from Paroni et al. (2007) study, which described within and between-
run CVs around 4.0% for GA measured by Lucica® GA-L (Paroni, 2007). However, the ideal
target value for the imprecision of GA has not been established, thus is not possible to make a

real comparison.

The ideal laboratory test is the one that shows excellent analytical performance, low cost,
short time of assay and easiness of execution. Another important characteristic is not be
influenced by interfering substances in the blood, resultants from preanalytical errors or
pathological conditions. Hemolysis releases compounds of the red cells, which increase
extracellular concentrations. Also, free haemoglobin, a colourful substance visible around 0.1 to
0.3 g¢/L, may influence on clinical chemistry tests for photometrical interference
(Kirschbaumweg, 2002). Lipemia and icterus may implicate both in physical and chemical
interferences (Guder, 2000) and their increased levels induce turbidity and changes in plasma
colour, respectively. These mechanisms most commonly influence on spectrophotometric

methods, depending of the reaction wavelength (Nikolac, 2014; Guder, 2000).

In this study, we have not detected any influence of hemolysis on Diazyme® GA results
(bias <10%), even at 6.0 g/L of free haemoglobin. Manufacturer provides information about
haemoglobin influence only up to 2.0 g/L, but with no evidence of interference below of this.
Our results are also in agreement with those of Rodriguez-Capote et al. (2015) that have only

found a bias +14.5% in Diazyme® GA at 14.3 g/L of haemoglobin (Rodriguez-Capote, 2015).
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However, 14.3 g/L are very high levels of this free substance, which might be less unlikely to
find in hemolyzed plasma. Therefore, it seems that hemolysis does not have clinical relevance in

GA results.

Diazyme®s datasheet reports no interference (bias <10%) of this assay when bilirubin
and triglycerides levels are up to 128.2 umol/L and 22.6 mmol/L, respectively. Surprisingly, in
this study, we observed a negative bias -21% at 128.2 umol/L of bilirubin and at 169.3 pmol/L
the bias increased to -27%. Equally, we found a significant positive influence of triglycerides on
GA even at levels of 4.6 mmol/L (bias +14%), reaching a bias +23% at 7.5 mmol/L. Our
findings are in agreement with those of Rodriguez-Capote et al. (2015), which have also noted a
negative bias on Diazyme® GA results starting at 136.8 pmol/L of bilirubin (bias -16.5%). They
have observed a significant, but negative, influence of lipemia on GA at 3.0 mmol/L, 7.0
mmol/L and 23.9 mmol/L of triglycerides (bias -13%, -47% and -179%, respectively)
(Rodriguez-Capote, 2015). Paroni et al. study (2007), which used Lucica® GA-L enzymatic
assay for GA analysis, detected a similar influence of triglycerides on GA levels like our study,
with bias +26% at 3.9 mmol/L and even higher for more elevated triglycerides concentrations.
However, they have not found interference of bilirubin up to 342 pumol/L but evidenced a

significant negative bias for free hemoglobin starting at 1.75 g/L (Paroni, 2007).

The results of our interference study and the few results reported in the literature are still
insufficient to describe the true effect of the interfering substances on the new enzymatic assay
for GA. The most relevant interference is that from lipemia. Once DM is a metabolic disease
commonly associated with obesity and altered lipid profile (ADA, 2015; SBD, 2015), a
laboratory test influenced by triglycerides concentrations about 3.4 mmol/L might be a problem.
Although this interference may be eliminated by plasma ultracentrifugation (Rodriguez-Capote,

2015), this technology is not usually available in routine clinical labs. Also, it is not often
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possible to notice turbidity visually at those concentrations. Thus, further investigations are
necessary for better understand the analytical and clinical relevance of these substances on GA

results.

The reference range for GA obtained in our study ranged from 11.8% to 17.8%. Only two
studies assessed these ranges using Diazyme® GA kit and reported intervals from 10.4% to
15.7% (Abidin, 2013) and 10.5% to 17.9% (Rodriguez-Capote, 2015), the last is most similar
with our data. In addition, several studies have also reported intervals for Lucica GA-L® in
normoglycemic individuals, with the lowest results from 11.7% to 12.3%, and the highest from
15.8% to 16.9% (Tominaga, 2006; Selvin, 2011; Kohzuma, 2011; Furusyo, 2011; Hwang, 2014;
Ikezaki, 2015; Hsu; 2015). However, many of these studies have considered a confidence
interval of 90% and established the reference ranges for different ethnic populations, which
corroborates for the slight disparity found among intervals. Some investigations have already
demonstrated divergent GA results between Blacks and Whites (Selvin, 2011; Kohzuma, 2011),
but no comparison have been published with other ethnic groups. Here, we have not evaluated
GA levels by ethnicities, due the very high prevalence of Whites in our study. On the other hand,
we have not found differences in GA between gender (Hsu, 2015) and age, which are in

agreement with other reports (Furusyo, 2011; Kohzuma, 2011).

In this study, we described a strong correlation between A1C and GA measured by
Diazyme® (R= 0.79). This correlation was weaker in non-diabetic persons (A1C <6.5%; R=
0.30) and stronger in diabetic patients (A1C >6.5%, R= 0.62), especially in the presence of poor
glycemic control (A1C >9.0%; R =0.64). These data suggest that these two tests have only a
good association at higher levels, probably because GA detects short-term glucose variability,
unlike A1C, in persons without DM. Selvin et al. (2015) have also reported a stronger correlation

between AL1C and GA in individuals with DM (R=0.90) than in those without DM (R=0.62).
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However, the large sample size (N=11.104) of Selvin et al. study must be accountable for their
higher Pearson’s coefficient, regarding ours (Selvin, 2015). Besides, the correlation that we
reported between A1C and GA (R= 0.79) is in agreement with those reported by studies using

Lucica® GA-L (Furusyo, 2011; Hsu, 2015; Selvin, 2015).

This study has several strengths. First, as far as we know, it is the first to provide
analytical characteristics of Crystal Chem® GA assay and also the first to establish reference
ranges for GA in Brazilians individuals. Secondly, we have followed international
recommendations to perform the study. Finally, we also have carefully selected the individuals
for inclusion in all the steps, excluding those with conditions that could interfere with our results.
Some limitations were also observed: we have neither performed a glucose tolerance testing for
excluding prediabetes in our volunteers, nor measured fructosamine to assess its association with

GA, and we were not able to assess the values of GA in different ethnic groups.

In conclusion, Crystal Chem® and Diazyme® GA kits presented an excellent correlation
with a small bias and slight disagreement at higher GA results. Diazyme® assay was the one that
exhibited the lowest analytical imprecision, but it remains uncertain the exact effect of
interfering substances on its enzymatic reaction. The reference range of GA for healthy
Brazilians is around 11.8% to 17.8%, similar with those by Lucica® GA-L enzymatic assay.
Also, the high association between A1C and GA demonstrates that this new method may be
useful in the assessment of glycemic control when A1C results are unreliable due to certain

clinical conditions.
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CONSIDERACOES FINAIS

A albumina glicada (AG) é um teste promissor no DM. Muitos estudos tém demonstrado
a sua efetividade no acompanhamento do tratamento hipoglicemiante e insulinico, no
monitoramento de flutuacbes glicémicas e hiperglicemia pds-prandial, no progndstico e, ainda,

no diagnostico de DM.

Pelo fato de a AG ter ganhado um método de anélise com alta acurécia e fécil execucédo
somente em 2002, este teste ainda ndo possui a mesma popularidade da A1C no DM. Entretanto,
devido ao grande numero de pesquisas acerca da AG, a padronizacdo e expansdo do teste aos
laborat6rios mundiais parece ser somente uma questdo de tempo, assim como a sua citacdo em

diretrizes internacionais.
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