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RESUMO

A frutosamina € o resultado da glicacdo ndo enzimatica da glicose as proteinas, notadamente a
albumina. Sua utilizacdo tem sido historicamente associada ao monitoramento do diabetes
mellitus, e, mais recentemente, como teste diagnostico. A frutosamina fornece informacéo
sobre o controle do diabetes nas Ultimas duas a quatro semanas, periodo intimamente
relacionado a meia vida da albumina. Um dos objetivos deste trabalho ¢é a avaliacdo do seu
desempenho frente aos outros marcadores para hiperglicemia ja estabelecidos, glicemia
plasmatica de jejum (GJ), glicemia 2h ap6s sobrecarga oral de glicose (2-h PD) e hemoglobina
glicada (Alc), podendo contribuir para a definicdo do seu papel no diagndstico do diabetes.
Outro objetivo é a geracdo de um intervalo de referéncia especifico para a populacgéo brasileira,
ainda ndo disponivel. Trata-se de um estudo transversal com dados de base (2008-2010) de
2288 individuos do Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil). A geracdo do
intervalo de referéncia seguiu o protocolo sugerido pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Os niveis de frutosamina foram determinados pelo método colorimétrico
(Nitroblue Terrazolium - NBT). Associagdes entre a frutosamina e os outros marcadores foram
estabelecidas pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. A avaliacdo entre os desempenhos
diagnosticos foi realizada pela Area sob a Curva (AUC — Curva ROC). A frutosamina
apresentou correlagdes significativas com a GJ, r=0,26 (p<0,001), a 2-h PD, r=0,10 (p<0,001)
e Alc r=0,22 (p<0,001). As correlages entre glicemia de jejum e Alc foram semelhantes entre
si, mas superiores a correlacdo com 2-h PD. A AUC da frutosamina (0,741), quando utilizados
os critérios baseados na glicemia de jejum, foi similar a da Alc (0,782) para diagnostico do
diabetes (p=0,207). Quando utilizado 2-h PD como critério diagndéstico, a area da Alc (0,745)
foi similar a area da frutosamina (0,678) com significancia limitrofe (p=0,053). Glicemia de
jejum e 2-h PD mostraram AUCs (0,844 e 0,801, respectivamente) superiores a da frutosamina
(0,700), quando o diabetes foi estabelecido pela Alc (p=0,005 e p=0,064, respectivamente).
Um total de 466 individuos foram selecionados para o estabelecimento do intervalo de
referéncia. Foram excluidos os individuos sabidamente diabéticos, individuos com alteracdes
nos testes classicos para hiperglicemia e aqueles com alteracdes nos testes de microalbumindria
e creatinina. O intervalo de referéncia foi de 186 a 248 umol/L para mulheres e de 196 a 269
umol/L para homens. Os niveis de frutosamina foram maiores nos homens do que nas mulheres
(p = 0,006) e na populagdo ndo branca (p = 0,034). Além disso, apresentou correlacdo negativa
com o indice de massa corporal (r =-0,117; p = 0,011). Frutosamina é associada com GJ, 2h-
PD e Alc, sendo potencialmente Gtil no diagndstico além do seu ja reconhecido papel no
monitoramento do diabetes. Estudos adicionais, capazes de sugerir valores de corte apropriados
para o rastreio do diabetes, devem ser considerados. O intervalo de referéncia criado neste
estudo permitira uma interpretacdo mais adequada do teste de frutosamina, especialmente em
situaces em que a hemoglobina glicada ndo podera ser utilizada.



ABSTRACT

Fructosamine is the result of non-enzymatic glycation of glucose to proteins, notably aloumin.
Its use has historically been associated with monitoring of diabetes mellitus, and more recently
as a diagnostic test. Fructosamine provides information on the control of diabetes in the last 2
to 4 weeks, a period closely related to the half-life of albumin. One of the objectives of this
sstudyy is the evaluation of its performance against other established diagnostic markers,
fasting plasma glucose (FPG), 2 h glucose after oral glucose overload (2-hr PG) and glycated
hemoglobin (Alc) may contribute to the definition of its role in the diagnosis of diabetes.
Another aim is the generation of a specific reference interval for the Brazilian population, not
yet available. This is a cross-sectional study with baseline data (2008-2010) of 2228 individuals
from the Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brazil). The establishment of the reference
interval followed the protocol suggested by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). The levels of fructosamine were determined by the colorimetric method (Nitroblue
Terrazolium - NBT). Associations between the fructosamine and the other markers were
defined by Spearman's correlation coefficient. The evaluation between the diagnostic
performances was performed by the Area under the Curve (AUC — ROC curve). Fructosamine
presented significant correlations with FPG, r = 0.26 (p <0.001), 2-hr PG, r = 0.10 (p <0.001)
and Alcr=0.22 (p <0.001). The correlations between FPG and Alc were similar to each other,
but higher than the correlation with 2-h PG. The AUC of the fructosamine (0.741), when using
criteria based on FPG, was similar to Alc (0.782) for diabetes diagnosis (p = 0.207). When 2-
h PG was used as the diagnostic criterion, the area of Alc (0.745) was similar to the area of
fructosamine (0.678) with borderline significance (p = 0.053). Fasting glucose and 2-h PG had
AUCs (0.844 and 0.801, respectively) higher than that of fructosamine (0.700) when diabetes
was defined by Alc (p = 0.005 and p = 0.064, respectively). A total of 466 individuals were
selected for the establishment of the reference interval. Those individuals known to be diabetic,
individuals with alterations in the classic tests for hyperglycemia and those with alterations in
the tests of microalbuminuria and creatinine were excluded. The reference interval was 186 to
248 pumol / L for women and 196 to 269 pumol/L for men. The levels of fructosamine were
higher in males than in females (p = 0.006) and in the non-white population (p = 0.034). In
addition, it presented a negative correlation with body mass index (r = -0.117; p = 0.011).
Frutosamine is associated with FPG, 2h-PG and Alc, potentially useful in the diagnosis in
additional to its recognized role in monitoring of diabetes. Additional studies suggesting
appropriate cutoff values for diabetes screening, should be considered. The reference range
created in this study will allow a more adequate interpretation of the fructosamine test,
especially in situations where glycated hemoglobin cannot be used.
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1 — Introducéao

1.1 — Consideracdes Iniciais

O diabetes mellitus (DM) é uma condicao definida pela hiperglicemia que leva ao risco de lesdo
microvascular (retinopatia, nefropatia e neuropatia). Esté associada a reducéo da expectativa de
vida, morbidade devido as complicacdes microvasculares e elevado risco de complicacdes
macrovasculares (doenca cardiaca isquémica, acidente vascular cerebral e doenca vascular
periférica), além de reduzida qualidade de vida (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
2006).

O DM tem sido considerado uma pandemia mundial, com o numero de individuos diabéticos
mais que dobrando nas ultimas trés décadas. Em 2040, serdo mais de 600 milhdes de diabéticos
em todo o0 mundo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION - IDF, 2017). No Brasil, nos
ultimos 10 anos houve um aumento de 62% nos casos de DM, acometendo cerca de 9,0% da
populacédo (VIGITEL BRASIL, 2016).

O diagndstico do DM é baseado na deteccdo de hiperglicemia laboratorial com ou sem 0s sinais
classicos descritos como perda de peso inexplicavel, polidria e polidipsia. Atualmente, a
glicemia plasmatica de jejum (GJ), a glicemia plasmatica 2 horas ap6s a sobrecarga oral com
glicose (2-h PD) durante o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) e a hemoglobina glicada
(Alc) sdo os métodos empregados para diagnostico do DM. Os critérios para o diagnéstico
estdo discriminados na tabela 1 (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION -ADA, 2018).

1.2 — Novos marcadores de hiperglicemia

Recentemente, observa-se um crescente interesse por outros marcadores laboratoriais para o
diagnostico do DM. Esse interesse vem, sobretudo, devido as limitacfes apresentadas pelos
marcadores classicos (GJ, 2-h PD e Alc) em algumas situagdes clinicas ou analiticas que

poderiam comprometer seu desempenho.
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Tabela 1 — Critérios diagndésticos para diabetes mellitus — American Diabetes Association
(ADA) 2018

GJ > 126 mg/dL. Jejum definido como auséncia de ingesta caldrica por pelo menos 8h.*
Oou
2-h PD > 200 mg/dL durante TTOG*
Oou
Alc>6,5%*
Oou
Glicemia > 200 mg/dL em pacientes com sintomas de hiperglicemia ou crise

hiperglicémica

*Na auséncia de hiperglicemia inequivoca, os testes devem ser confirmados em uma segunda
coleta.

GJ= Glicemia de Jejum, 2-h PD= Glicemia duas horas ap6s dextrosol (75 gramas de glicose
anidra), Alc= Hemoglobina Glicada

A GJ ou a 2-h PD sdo marcadores que refletem o estado da glicose em momentos e condigdes
especificas de coleta. A menor reprodutibilidade desses dois testes € bem conhecida. Cerca de
30% dos individuos podem ter uma GJ com niveis inferiores a 126 mg/dL algumas semanas
apos concentracles iguais ou superiores a 126 mg/dL (SACKS, 2011). Fatores responsaveis
por essa variabilidade sdo conhecidos. A variacdo bioldgica da GJ é de 5,7 a 8,3%, considerada
elevada se comparada a da hemoglobina glicada (< 1% em individuos nado diabéticos). Fatores
pré-analiticos podem interferir nas concentracGes de glicose: tempo inadequado de jejum,
exercicio, estresse, doenca aguda, variacdo circadiana entre outros. O uso de agentes
conservadores (inibicdo da glicdlise in vitro) deve ser empregado quando o tempo de
centrifugacdo da amostra for longo. Ja o TTOG apresenta grande necessidade de padronizagdo
da coleta e baixa reprodutibilidade. Apesar dessas limitacGes, a glicose continua sendo muito
utilizada por ser um método automatizado, largamente disponivel e de baixo custo (SACKS,
2011) (BONORA; TUOMILEHTO, 2011).

A introducdo da Alc como critério diagnostico ocorreu apds a correlagdo de seus niveis
elevados com a retinopatia diabética (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A

hemoglobina glicada é o resultado da incorporagdo da molécula de glicose ao residuo terminal
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N-valina da cadeia beta da hemoglobina, sendo a quantificagdo reportada como sua proporcao
em relagcdo a hemoglobina total. A dosagem da Alc oferece algumas vantagens em relacdo a
dosagem da glicemia plasmatica de jejum e do TTOG. N&o necessita de jejum para sua
execucdo. Fatores como estresse e exercicio ndo alteram sua concentracdo. Apresenta boa
estabilidade pré-analitica, menor variabilidade analitica bem como menor variagdo bioldgica.
Além disso, a padronizacéo do ensaio de Alc ndo € inferior ao ensaio da glicose. Grande esfor¢o
foi realizado para a padronizacdo dos ensaios de Alc por meio do programa mundial de
padronizacdo da hemoglobina glicada (National Glycohemoglobin Standardization Program —
NGSP) (SACKS, 2011) (BONORA; TUOMILEHTO, 2011). Mesmo ap0s esse processo,
contudo, algumas limitagdes permanecem para a utilizacdo da dosagem da Alc. Sua
interpretacdo depende da vida média das hemécias. CondicGes que abreviam a duracdo das
hemaécias ocasionam reducdo dos niveis de Alc. Hemoglobinas variantes podem interferir com
a leitura do ensaio. Essa interferéncia depende do tipo de hemoglobina variante, método de
dosagem e equipamento utilizado para a dosagem. Anemia ferropriva é associada com
concentracdes elevadas de Alc. Diferentes taxas de glicacdo podem proporcionar diferencas
entre grupos diferentes com os mesmos valores médios de glicose. Alc tem menor sensibilidade
para o diagnéstico do DM em algumas populagdes fruto das variacBes étnicas em suas
determinacbes quando correlacionadas com a mesma glicose média (SACKS, 2011, 2013)
(BONORA; TUOMILEHTO, 2011) (CAVAGNOLLI, PIMENTEL, FREITAS et al., 2015).
Condicgoes clinicas como insuficiéncia renal crénica e alcoolismo podem afetar seus niveis
(DANESE, et al., 2015).

Nesse cenario, outros marcadores de hiperglicemia tém surgido com propostas para utilizacdo
no monitoramento do DM, ou mesmo para seu diagnostico. Frutosamina e albumina glicada
(AG) sdo ambas cetoaminas. S&o resultados de processo ndo enzimatico de ligacdo da glicose
as proteinas séricas (frutosamina) e albumina exclusivamente (AG). Além da albumina, a
frutosamina também é o resultado da glicagdo de imunoglobulinas e outras proteinas
circulantes. Frutosamina e AG refletem a glicemia média em um periodo inferior ao da Alc. A
Alc reflete a glicemia média nos altimos dois a trés meses. Frutosamina e AG nas Ultimas duas
a trés semanas. O 1,5 anidroglucitol (1,5-AG) é um monossacaride de seis carbonos obtido
principalmente de fontes dietéticas. Reflete a glicemia média nos Gltimos dois a 14 dias. E
absorvido quase totalmente pelo tubulo renal em estados de normoglicemia. Entretanto, com

niveis elevados de glicemia a glicose compete com o0 1,5-AG pela reabsorcéo no tabulo renal.
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Nessa condicéo, 0 1,5-AG é excretado na urina resultando em niveis séricos mais baixos durante
estados hiperglicémicos (PARRINELO; SELVIN, 2014).

No Brasil, 0 1,5-AG e a AG ndo sao rotineiramente utilizados, sendo disponiveis em poucos
centros. De outra forma, a frutosamina tem sido empregada h& longa data no nosso meio,
principalmente com a finalidade de monitoramento do tratamento em individuos com restri¢oes

ao uso da Alc ou para avaliar periodos mais curtos de intervencdo terapéutica.

1.3 — Frutosamina

O termo frutosamina foi introduzido na literatura em 1982 como um termo geral para proteina
glicada. Foi inicialmente sintetizada em 1886, sendo também denominada 1-amino-1deoxi-
frutose ou isoglucosamina. De uma forma mais ampla, a frutosamina é uma cetoamina, um
produto derivado de uma reacdo ndo enzimatica de um aclcar (glicose) e uma proteina. A
frutosamina tem origem em uma modificacdo pos-translacional envolvendo mecanismos nédo
enzimaticos e nao deve ser confundida com as glicoproteinas (moléculas cuja adicdo de
carboidrato é realizada de forma enziméatica) (AMBRUSTER, 1987).

A reacdo de aminoacidos e acUcares redutores para formar adutos estaveis de cetoamina foi
descrita no inicio do século XX. E denominada de reagdo de Maillard, responsavel pelo
escurecimento de alimentos quando submetidos a temperatura elevada. Grupos carbonila do
acucar combina com o grupo amino da proteina para formar aldimina (Base de Schiff), que
evolui para cetoamina estavel (frutosamina) por meio do rearranjo de Amadori. A cadeia de
frutosamina, formada com a molécula de glicose, sofre uma ciclizagdo para estruturas em anel
mais estaveis: furanose ou piranose (AMBRUSTER, 1987). Esse processo € visualizado na

figura 1.

A frutosamina reflete a glicacéo das proteinas séricas. Contudo, a albumina é responsavel pela
maior proporcéo dessas proteinas, perfazendo cerca de 60 a 90% da frutosamina. Os principais
sitios de glicacdo da albumina séo os residuos de lisina, em ordem de prevaléncia Lis 525, Lis
439, Lis 281 e Lis 199 (SCHLEICHER, VOGT, 1990).
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Figura 1 — A reacdo da glicose e proteina para formar frutosamina.
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Fonte: AMBRUSTER, D. A. Fructosamine: structure, analysis, and clinical usefulness. Clin
Chem, v.33, p.2153-2163, 1987.

1.4 — Dosagem laboratorial da frutosamina

Véarios métodos foram desenvolvidos para a dosagem laboratorial da frutosamina. Alguns
tiveram alguma popularidade no fim do século passado. Contudo, apresentavam problemas
analiticos e operacionais, por varias vezes com longo tempo de execucdo e vérias etapas
envolvidas, o que ndo permitia seu uso em larga escala. Merecem mengéo o procedimento com
fenilhidrazina, o procedimento com furosina, a cromatografia de afinidade e o procedimento
colorimétrico com acido 2-tiobarbiturico (TBA) (AMBRUSTER, 1987).

No inicio dos anos 80 houve a primeira publicagdo com o método atualmente mais utilizado
para a dosagem de frutosamina. Na ocasido, 0 método ainda era manual. Consiste na capacidade
da cetoamina (frutosamina) agir como agente redutor em solugédo alcalina. Essa condicéo
permitiu o desenvolvimento de método colorimétrico simples com a avaliagdo da absorbancia
por meio de um espectrofotdbmetro. As observagdes preliminares demonstraram que o 1-
deoxi,1-morfolinofrutose (DMF), um produto de rearranjo de Amadori sintético, confirmaram
sua capacidade de reduzir alguns sais de tetrazélio e, daqueles testados, foi mais reativo com o
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nitrobluetetrazolio (NBT). Esse mesmo DMF foi utilizado como o primeiro calibrador do
ensaio. Essa reacdo ocorreu em temperatura ambiente e pH alcalino. Percebeu-se ainda que
outras substancias redutoras poderiam interferir minimamente no ensaio (JOHNSON,
METCALF, BAKER, 1982) (SCHLEICHER, et al., 1988). Ainda assim, produtos de rearranjo
de Amadori tais como frutosaminas tém atividades redutoras que podem ser diferenciadas de
outras substancias como glicose e derivados N-glicosilaminas de bases de Schiff labeis,

principalmente alterando-se o tempo de incubacdo (AMBRUSTER, 1987).

Nessa ocasido varias modificacdes foram avaliadas. A reducdo do pH do método (de 10,80 para
10,35) permitindo maior amplitude de valores em individuos diabéticos e ndo diabéticos. O
padrdo DMF utilizando a matriz de albumina bovina e ndo em albumina sérica humana. No
entanto, a matriz de albumina humana foi mantida posteriormente. Potenciais interferentes
foram descritos tais como bilirrubina, etilediaminotetracético (EDTA), heparina, cisteina, urato,
hemoglobina, cisteina e glutationa. N&o obstante, as interferéncias pareciam ser dependentes de
cada analisador utilizado, ndo sendo necessariamente atribuiveis ao método por si sO.
Coeficientes de variacdo foram descritos como até de 5,4% entre laboratérios. O método NBT
constituia-se como 0 método mais importante na ocasido: era rapido, reprodutivel e barato, além
de facilmente automatizado. Mereceram consideragdes, contudo, questfes relacionadas a
melhor forma de calibracdo e os efeitos da concentracdo da albumina no ensaio
(AMBRUSTER, 1987). O tabagismo eleva as concentracdes de frutosamina (SCHWAB , et al,
2008).

A relacdo entre albumina sérica e a concentracdo de frutosamina foi avaliada em alguns
momentos. Segundo Johnson, Metcalf e Baker (1987, p.151-162), a correlacdo da albumina
com a frutosamina sé foi significativa nos pacientes alouminuricos. Concluiram que ndo havia
necessidade da correcdo automatica da concentracdo de frutosamina pelo valor da albumina.
Concluiram, também, que outro método para avaliacdo do paciente diabético seria necessario
em casos de concentracdo urinaria de albumina superior a 1g/L. Outro estudo demonstrou, em
contrapartida, menor variabilidade da frutosamina quando coletada ao longo de algumas horas
quando corrigida pela concentracao das proteinas sericas em individuos diabéticos e gestantes
(diabéticas e ndo diabéticas) (FLUCKIGER, WOODTLI, BERGER, 1987). Alteraces no
metabolismo da albumina relacionam-se a alteragcbes na concentragdo da frutosamina em
individuos com hipertireoidismo ou hipotireoidismo. Aparentemente, concentracGes de

albumina sérica inferiores a 3 g/dL parecem influenciar a concentracdo de frutosamina. A
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concentracdo da frutosamina, portanto, deve ser avaliada com cautela em pacientes com
alteracdes do metabolismo da albumina (AMBRUSTER, 1987).

De acordo com Shleicher e Vogt (1990, p.136), o DMF (de baixa massa molecular),
previamente introduzido como calibrador do ensaio de frutosamina, possuia propriedades
redutoras distintas daquelas da frutosamina sérica fisiol6gica em amostras humanas. Um novo
calibrador passou a ser utilizado. Trata-se da polilisina (Poly-L-lyssine hydrobromide) de massa
molecular de 39 kDa com um conhecido grau de glicacdo (pelo menos 20%). Os autores
também testaram a albumina humana glicada como calibrador. Além da mudanca do calibrador,
outros reagentes foram modificados como a introducdo de uricase e detergentes, eliminando a
interferéncia por matriz proteica, lipemia e &cido urico. O desempenho de ambos 0s
calibradores testados foi considerado satisfatorio quando comparados com a dosagem de
frutosamina por outros métodos (furosina e cromatografia liquida de alta pressdo -HPLC). A
polilisina foi finalmente escolhida por ser obtida de forma mais pratica do que a albumina
humana glicada. Intervalo de referéncia estabelecido em uma populacéo europeia a partir destas
modificacdes no ensaio foi descrito como de 205 a 285 pumol/L. Esse intervalo ainda permanece
na recomendacg&o de vérios fabricantes de kits comerciais como BioSystems (BIOSYSTEMS,
2011) e Roche (ROCHE, 2001). As mudangas realizadas no ensaio NBT e descritas acima
passaram a designar o teste como de segunda geracdo (O’BRIEN, BROOKES, 1999).

Um método enzimatico automatizado foi introduzido posteriormente (GlyPro™ - Genzyme
Corporation, Cambridge, EUA). Seu principio consiste na digestdo das proteinas séricas por
uma proteinase para liberar fragmentos dessas proteinas. Na reacdo a seguir, uma cetoamina
oxidase oxida especificamente as ligacbes entre a glicose e aminoacidos dos fragmentos das
proteinas séricas glicadas. Uma reacdo colorimétrica é usada para determinar a quantidade
proteina glicada presente. Este ensaio foi comparado ao método NBT em um analisador
automatico (Roche). A correlagdo foi de 0,72. As concentracbes de frutosamina foram
claramente inferiores as obtidas pelo método NBT (O’BRIEN, BROOKES, 1999). No entanto,
esse método ndo ganhou muita popularidade, sendo registrados poucos estudos clinicos ou

analiticos posteriormente empregando seu principio.
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1.5 — Uso da frutosamina como marcador diagndéstico do diabetes mellitus

A Alc reflete a glicose média no periodo dos Gltimos dois a trés meses. Antes da sua adogdo
como critério diagndstico para DM, varios estudos demonstraram, inicialmente, a correlacdo da
hemoglobina glicada com os marcadores glicémicos até entdo em uso na populacédo diabética e
ndo diabética (GJ e 2-h PD) e, posteriormente, com o aparecimento de desfechos clinicos
especificos, a retinopatia e a microalbuminuria diabéticas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Apos a sua indicagdo como marcador diagndstico, varios outros
estudos se sucederam, na tentativa de avaliar diferencas nas propriedades diagnosticas da Alc

comparada com a GJ e 2-h PD.

Em uma amostra de 14611 individuos americanos com idade igual ou superior a 12 anos, a Alc
foi capaz de identificar 30% dos individuos diabéticos até entdo ndo diagnosticados. No entanto,
o0 percentual atribuido a 2-h PD foi significativamente maior, registrando 90% dos individuos
ndo diagnosticados. Diferencas raciais e étnicas foram observadas. Individuos negros e hipano-
americanos apresentavam concentracdes mais elevadas de Alc quando comparados aos
individuos brancos (COWIE, et al., 2010). A inclusdo da dosagem de frutosamina como auxilio
no manejo do diagndstico para DM foi avaliada em um grupo de 2877 individuos, tendo sido a
2-h PD considerada o padrdo-ouro. Nesses individuos, uma primeira dosagem de GJ e
frutosamina estabeleceu a necessidade da realizacdo do TTOG. A necessidade de realizagdo do
TTOG tendo GJ resultado entre 97 e < 126 mg/dL e frutosamina > 235 pmol/L preservaria
85,5% dos testes ndo diagnosticos. Para a Alc esse percentual seria de 82,6% se GJ entre 101
e <126 mg/dL e Alc>5,5%. A combinacdo de GJ e frutosamina com os critérios estabelecidos
acima tiveram uma sensibilidade e especificidade superior a 80% para predizer hiperglicemia
diagnostica apos sobrecarga (KO, et al., 1998). O estudo de 222 imigrantes africanos que vivem
no continente americano demonstrou desempenho diagndéstico (sensibilidade e especificidade)
similar para Alc e frutosamina quando o DM foi definido pelo critério de 2-h PD > 200 mg/dL
(SUMMER, et al., 2016). Em uma coorte do estudo CARMRI (Carotid Magnetic Resonance
Imaging), um subestudo do ARIC (The Atherosclerosis Risk in Communities), 1299
participantes ndo diabéticos foram acompanhados por tempo mediano de 3,3 anos. A
frutosamina foi associada com o desenvolvimento subsequente de diabetes independentemente
dos valores basais de Alc e GJ (JURASCHEK, et al, 2012a).
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Algumas particularidades do ensaio de frutosamina tornam seu uso potencial como teste
diagndstico para 0 DM. O ensaio da frutosamina pode ser realizado em amostras de soro com
analisadores de bioquimica, com facil processo de automacao, o que representa uma vantagem
operacional e de custo mais reduzido quando comparado ao da Alc (KO, et al., 1998). Exames
de Alc sdo executados em matriz sangue total e necessitam de aparelho dedicado. A variagéo
bioldgica da frutosamina é estimada em 2,3% (intraindividual) e 2,9% (interindividual)
(MONTAGNANA et al., 2013), o que é considerada inferior a da GJ e 2-h PD. A frutosamina
expressa a glicose plasmatica média das ultimas duas semanas, apesar de que periodos de até
30 dias ja foram sugeridos (TAHARA, SHIMA, 1995), o que pode expressar um momento

diagnéstico diferente dos outros marcadores, e ndo requer jejum para sua determinacéo.

As caracteristicas do ensaio e 0s estudos desenvolvidos apontam para um papel além do
monitoramento do diabetes. Sua correlacdo com exames classicos para 0 DM e seu papel para
predizer o desenvolvimento do DM faz com que informagfes sobre o seu desempenho
diagnostico em diferentes populacGes sejam avaliadas. A frutosamina pode apresentar papel
diagnostico isolado ou complementar aos demais marcadores, bem como apresentar
caracteristicas distintas de utilizacdo em popula¢des com diferencas étnicas e fisiopatoldgicas.
O conhecimento dessas especificidades é importante para analisar o real papel que a
frutosamina pode ocupar no diagndstico do DM. Avaliamos o desempenho da frutosamina
como marcador diagnostico para DM e estabelecemos novos intervalos de referéncia para a

frutosamina.
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2 — Objetivos

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar o comportamento da dosagem de frutosamina e sua relagdo com os marcadores
laboratoriais tradicionais de diagndstico de diabetes mellitus na populacéo brasileira, bem como

estabelecer um novo intervalo de referéncia da frutosamina na populacao brasileira.

2.2 — Objetivos Especificos

e Avaliar a correlacdo da frutosamina com os testes tradicionalmente utilizados no
diagnostico e acompanhamento do diabetes mellitus (Glicemia de jejum, glicemia 2
horas apds sobrecarga de dextrosol e hemoglobina glicada).

e Auvaliar a utilidade clinica da frutosamina como teste diagnéstico do diabetes mellitus
definido a partir dos outros marcadores disponiveis. Comparar o desempenho da
frutosamina com o da Alc para diagndéstico do diabetes mellitus definido pela glicemia
de jejum e glicemia 2 horas ap0s sobrecarga de dextrosol.

e Avaliar a influéncia do sexo, idade, indice de massa corporal (IMC) e cor de pele/raca
nos niveis de frutosamina.

e Estabelecer intervalo de referéncia para frutosamina numa amostra da populacdo

brasileira.
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3 — Material e Métodos

3.1 - Desenho do estudo e populacéo

Este estudo transversal avaliou um subgrupo de individuos de um dos centros participantes do
Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil). O ELSA-Brasil foi estabelecido em
2008 como um estudo longitudinal para investigacdo da incidéncia e progressdo, além dos
fatores de risco, para doencas cardiovasculares e diabetes mellitus. Essa coorte incluiu 15105
servidores de instituicGes de pesquisa e universidades de seis cidades brasileiras de diferentes
regides (Belo Horizonte, Porto Alegre, Rio de Janeiro, Salvador, Sdo Paulo e Vitoria). Todos
0s empregados ativos ou aposentados com idade entre 35 e 74 anos foram considerados
elegiveis. Gravidez atual ou nos Gltimos quatro meses, prejuizo cognitivo ou de comunicacao
graves, intencdo de abandonar o trabalho em um futuro préximo e, se aposentado, ter residéncia
fora da area metropolitana correspondente, foram considerados critérios de exclusdo. Todos 0s
voluntarios responderam questionario sobre estado de salde, morbidades, uso de
medicamentos, atividade fisica, consumo de &lcool entre outros. Todas as variaveis utilizadas
neste estudo fazem parte dos dados coletados na linha de base entre 2008-2010 (SCHMIDT, et
al., 2015) (FEDELLI, et al., 2013) (AQUINO, et al., 2012).

Os participantes foram entrevistados e examinados de acordo com protocolos padronizados e
rigorosamente seguidos nos Centros de Investigagdo ELSA-Brasil. Pessoas treinadas e
certificadas pelo projeto foram responsaveis pelas medidas e exames realizados por

profissionais de salde treinados e também certificados.

Nossa avaliacdo incluiu individuos provenientes de um dos centros participantes (cidade de
Belo Horizonte, localizada no Estado de Minas Gerais) em cujas amostras estocadas foi
realizada a dosagem de frutosamina. Esse centro contou com 3115 participantes. Contudo, para
827 participantes ndo havia amostras disponiveis. O numero total de individuos com dosagem
de frutosamina executada foi de 2288. A populacdo incluida no presente estudo corresponde a
uma subamostra da coorte ELSA-Brasil, composta por participantes voluntarios, funcionarios
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e do Centro Federal de Educacdo
Tecnologico-MG avaliada no Centro de Investigacao (Cl) ELSA de Minas Gerais (ELSA-MG),
situado no Campus Saude da UFMG, no Anexo Borges da Costa do Hospital das Clinicas (HC)
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da UFMG. Todas as informacgdes necessarias para realizacdo do presente projeto estdo
disponiveis no banco de dados do ELSA.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de cada instituicio participante.
Todos os participantes assinaram o consentimento informado. Mais detalhes sobre o estudo
podem ser encontrados em outras referéncias (SCHMIDT, et al., 2015) (FEDELLI, et al., 2013)
(AQUINGO, et al., 2012).

3.2 - Anélises Bioquimicas

Neste trabalho, foram seguidas as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina laboratorial-SBPC/ML (SBPC/ML, 2005) para coleta de sangue venoso. O
participante foi orientado (verbalmente e por escrito) a seguir as seguintes instrucées: suspender
0 uso de polivitaminicos e vitamina C por 24h, realizar jejum de 12 -14 horas, ndo suspender
uso de medicamentos prescritos. A coleta foi realizada pela manh@ ap6s o participante
confirmar o jejum entre 12 e 14 h, informar uso de medicamentos e presenca de doencas
selecionadas. A venopuncdo foi realizada com escalpes para coletas maltiplas de sangue a
vacuo e aplicagdo de torniquete por, no maximo, um minuto. Os tubos de coleta foram
identificados com cddigo de barra, permitindo o sigilo no estudo, a seguranca para 0

participante e a garantia da rastreabilidade.

Amostras de sangue foram coletadas apds 12h de jejum. O TTOG foi realizado a todos os
participantes que desconheciam o diagndstico de diabetes mellitus. Aliquotas das amostras
foram separadas e estocadas em freezers a -80°C em cada um dos seis centros participantes.
Todas as andlises foram realizadas na Universidade de S&o Paulo. GJ e 2-h PD foram
determinadas pelo método de hexoquinase em analisador automatico (ADVIA chemistry;
Siemens, Deerfield, IL, USA). Alc foi determinada por cromatografia liquida de alta presséo
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), ensaio certificado pelo National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP) (FEDELLI, et al., 2013). O laboratério
participa do Programa de Proficiéncia em Ensaios Laboratoriais (PELM/Control-Lab),
gerenciado pela SBPC/ML, e do programa de proficiéncia gerenciado pelo College of American
Pathologists (CAP). Esses programas, também denominados no Brasil como Controle Externo

da Qualidade, permitem avaliar e monitorar a exatiddo das medi¢Oes de um determinado
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sistema analitico. O laboratdrio apresentou desempenho adequado durante todo o presente
estudo. A Frutosamina foi dosada pelo método colorimétrico (NBT), baseado na habilidade
redutora da frutosamina em uma solucdo alcalina (BioSystems S.A. Costa Brava, Barcelona,
Espanha) em um analisador automatico (AU 5800, Beckman Coulter, Estados Unidos) com
coeficiente de variag¢do interensaio < 5,3%. Amostras de frutosamina congeladas a -20°C e
também a -70°C mostraram-se estaveis para sua determinacdo (KOKINEN, IRJALA, 1988).
Essa dosagem foi realizada em um laboratorio privado da cidade de Belo Horizonte, estado de
Minas Gerais. Esse laboratorio também participa de programas de proficiéncia externo

(PELM/Control-Lab e CAP) e mostra-se com desempenho adequado.

3.3 - Defini¢es de casos

O diagnostico de diabetes mellitus foi definido de acordo com a American Diabetes Association
(ADA) como sendo Alc>6,5%, e/ou GJ >126 mg/dL, e/ou 2-h PD > 200 mg/dL (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018). Também foram relacionados como diabéticos individuos
que relataram uso de medicamentos para o tratamento de diabetes nas duas Ultimas semanas ou
que ja receberam o diagndstico de diabetes emitido por um médico. Um subgrupo, discriminado
como diabetes recente, correspondeu aos individuos com os critérios laboratoriais descritos
acima, excluindo os pacientes ja diagnosticados como diabéticos pelo autorrelato e/ou uso de
medicamentos hipoglicemiantes. O grupo de glicemia em jejum alterada foi definido como os
portadores de GJ > 100 mg/dL e GJ < 126 mg/dL. O grupo de alteragdo da tolerancia a glicose
incluiu os individuos com 2-h PD > 140 mg/dL e < 200 mg/dL.A hipertens&o arterial sistémica
(HAS) foi definida pelo uso de medicacao anti-hipertensiva nas Ultimas duas semanas ou média
de trés medidas da pressao arterial sistdlica > 140 mmHg e/ou diastolica > 90 mmHg. O IMC
foi obtido dividindo-se 0 peso, medido em kg, pelo quadrado da altura medida em metros. A
medida da circunferéncia da cintura (circunferéncia abdominal) foi realizada com a fita
inelastica a partir do ponto médio entre a borda superior da crista iliaca e a Ultima costela, na
linha axilar média, com o participante na postura ereta e relaxada. Utilizando a variavel cor da
pele autorreferida/raca, os participantes foram classificados em negros, pardos, asiaticos,
indigenas e brancos (SCHMIDT, et al., 2015) (AQUINO, et al., 2012).
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3.4 - Andlise estatistica

A distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Variaveis quantitativas com distribuicdo normal (gaussiana) sdo apresentadas como media e
desvio padrdo. Variaveis quantitativas com distribuicdo ndo normal (ndo gaussiana) Sao
apresentadas como mediana e intervalo interquartil. Variaveis qualitativas (nominais/ordinais)
séo apresentadas como frequéncias absolutas ou percentual. Eventualmente, intervalo total para
as varidveis quantitativas podera ser utilizado, sendo adequadamente sinalizado. ComparacGes
entre os grupos foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney, teste-t de Student
(variaveis guantitativas) ou teste do Qui-quadrado (variaveis qualitativas). O teste de Krsukal-
Wallis foi utilizado para comparar trés ou mais grupos (variaveis quantitativas). O modelo de
regressédo linear maltipla foi utilizado para se avaliar a influéncia de variaveis na concentracéo
de frutosamina. Os pressupostos estatisticos para adequacao da regressdo linear maltipla foram
testados por anélise dos residuos. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado para

estabelecer a relacdo entre as variaveis.

Receiving operator characteristic analyses (ROC) foi realizada e a area sob a curva (AUC) com
intervalo de confianca de 95% estimado para determinagdo do desempenho da frutosamina. O
teste de McNemar foi utilizado para comparar o desempenho da frutosamina e Alc no
diagnostico do DM quando realizado pela GJ ou 2-h PD. A distribuicdo dos percentis para
frutosamina, Alc, glicemia de jejum e 2-h PD foram determinados. O intervalo de referéncia
foi construido de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI (CLSI,
2008). Definiu-se o nivel de significancia de 5%. A andlise estatistica foi realizada utilizando
MedCalc for Windows, versdo 18.9 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).
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4 - Resultados

As caracteristicas dos participantes do estudo estdo apresentadas na Tabela 2. Observamos que
0s pacientes diabéticos comparados aos ndo diabéticos eram mais velhos, com maior
predominio do sexo masculino, possuiam IMC mais elevado bem como apresentavam maior
prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica (todos p<0,001). Cor da pele/raca autorreferidos
foi associada ao diagnéstico de DM (p<0,001). Os marcadores glicémicos (GJ, 2-h PD,
hemoglobina glicada e frutosamina), como esperado, apresentaram concentracdes mais
elevadas no grupo de diabéticos (p<0,001).

Tabela 2 - Caracteristicas dos individuos participantes do estudo em conjunto e estratificados
de acordo com o diagnostico de diabetes.?

Geral Sem Diabetes Diabetes Valor
(N=2288) (N=1909) (N=379)° p
Idade (anos) 52 (46-59) 51 (45-57) 57 (51-63) <0,001
Sexo Masculino (%) 48,3 45,9 60,7 <0,001
Cor da pele (%)° <0,001
Branca 49,4 51,2 40,7
Parda 35,6 35,3 36,7
Negra 12,2 10,8 19,1
Outras 2,8 2,7 3,5
IMC (kg/m?) 26,0 25,6 28,3 <0,001
(23,5-29,1) (23,3-28,4) (25,2-31,1)
Hipertensao Arterial (%) 35,5 30,2 62,0 <0,001
Glicemia Jejum (mg/dL) 105 103 132,0 <0,001
(98-113) (97-109) (120-157)
Alc % 52(4,9-57) 51(4,9-55) 6,1 (5,5-7,0) <0,001
Frutosamina (umol/L) 223 (210-237) 220 (209-233) 237 (221-258) <0,001
2-h PD (mg/dL)¢ 124 (105-148) 120 (103-140) 209 (174-244)  <0,001

4Dados apresentados como mediana (intervalo interquartil) ou %.

bDiabetes definido como qualquer um dos seguintes: Alc > 6,5%, glicemia de jejum > 126
mg/dL, glicemia 2h ap6s sobrecarga oral de glicose >200 mg/dL, autorrelato de diagndstico de
diabetes ou uso de medicamentos para diabetes nos ultimos 15 dias.

‘Dados disponiveis para 1883 individuos sem diabetes e 376 com diabetes (total 2259).

92-h PD = Glicemia 2h ap6s sobrecarga oral de glicose. Dados disponiveis para 2081
individuos.
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A distribuicdo dos niveis de frutosamina segundo a cor da pele/raca autorreferidos pode ser

observada na tabela 3.

Tabela 3 — Concentragdo de frutosamina (umol/L) de acordo com a cor da pele/raca
autorreferidos®.

Numero Frutosamina®

Negro 275 226 (213-243)
Pardo 803 224 (210-239)
Branco 1117 221 (209-234)
Asidtico 50 227 (212-241)
indio 14 236 (214-251)

aDisponiveis para 2259 individuos; "Mediana (intervalo interquartil). p<0,001.

Considerando a cor da pele/raca autorreferidos houve diferenca entre os niveis de frutosamina
(p<0,001). No entanto, essa diferenca foi observada entre negros, pardos, asiaticos em
comparagdo com os brancos (p<0,05). Concentragdes de frutosamina no grupo autorreferido
como indio foi similar a todos os outros (p>0,05). Foram constituidos, assim, dois grupos:
brancos e ndo brancos. Niveis de frutosamina foram mais elevados na populacdo ndo branca,
mesmo quando estratificados pela presenca ou auséncia do diagnéstico de diabetes (tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo de frutosamina (umol/L)? na populacdo branca e ndo branca
estratificados de acordo com o diagnostico de diabetes mellitus.

Branca N&o Branca
Todos? 221 (209-234) 225 (211-240)
(n=1117) (n=1142)
N&o diabéticos® 219 (218-221) 222 (220-224)
(n=964) (n=919)
Diabéticos® 234 (218-253) 240 (223-268)
(n=153) (n=223)

aMediana (intervalo interquartil); °p<0,001; p=0,002; %p=0,036

Niveis de hemoglobina glicada também foram mais elevados na populacdo ndo branca
(p<0,001). A concentracédo de 2-h PD néo apresentou diferenca entre a populacao branca e ndo
branca (p=0,101). A GJ foi mais elevada na populagdo ndo branca quando considerado o grupo
total de individuos (p=0,008). No entanto, estratificado entre os grupos com (p=0,48) e sem
diabetes (p=0,11), ndo houve diferenca significativa. A frutosamina apresentou-se mais elevada

no grupo nao branco, mesmo quando comparada no grupo de individuos nos quais todos os
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critérios dos marcadores glicémicos (glicemia de jejum < 100 mg/dL, 2-h PG < 140 e Alc <
5,7%) encontravam-se normais simultaneamente (p=0,003).

O sexo masculino apresentou niveis de frutosamina mais elevados nos grupos com e sem
diabetes (p=0,001 e p<0,001, respectivamente) e também no grupo de individuos sem nenhuma
alteracdo nos marcadores glicémicos (p<0,001) (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentracdo de frutosamina (umol/L) no sexo masculino e feminino segundo
diagnostico ou ndo de diabetes mellitus.

Sexo Feminino® Sexo Masculino?
Geral 218 (206-231) 228 (215-244)°
N4o diabéticos 216 (205-228) 225 (213-239)°
Diabéticos 232 (218-252) 243 (225-272)°
Testes normais® 215 (205-227) 226 (214-238)°

8Mediana (intervalo interquartil); °GJ < 100 mg/dL e 2-h PD <140 e Alc < 5,7%
simultaneamente. p<0,001; 9p=0,001

Individuos com IMC > 30 kg/m? apresentaram niveis de frutosamina mais baixos do que
individuos com niveis de IMC < 30 kg/m? (p=0,008). Relacdes entre a concentracio de
frutosamina com o IMC podem ser avaliadas na tabela 6.

Tabela 6 — Concentracdo de frutosamina (umol/L)? de acordo com a estratificacdo do IMC em
individuos diabéticos e ndo diabéticos.

IMC (kg/m?) Todos N&o Diabéticos Diabéticos
<25 224 (211-237)° 223 (211-236) © 235 (224-252) ¢
>25 a < 30 223 (210-238) 220 (209-233) 243 (225-264)
> 30 218 (207-234) 215 (203-226) 236 (217-260)

8Mediana (intervalo interquartil); °p=0,003 (diferenca dos grupos < 25 e 25 a 30 com > 30
kg/m?);p<0,001 (significativo entre as trés classes entre si);%p=0,329

A frutosamina apresentou correlagcdo negativa com o IMC (r=-0,08;p<0,001). Essa correlacao
foi significativa nos individuos ndo diabéticos (r=-0,16;p<0,001) e ausente nos individuos
diabéticos (r=-0,03;p=0,562). A Alc apresentou correlacdo positiva com o IMC
(r=0,21;p<0,001) no grupo total de participantes. Mas assim como a frutosamina, essa
correlacéo foi significativa apenas no grupo sem diabetes (r=0,14; p<0,001). Nos individuos

diabéticos, a corelacdo foi estatisticamente néo significativa (r=0,09; p=0,082). GJ e 2-h PD
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apresentaram correlac6es significativas e positivas no grupo total de individuos e também nos

grupos de individuos diabéticos e ndo diabéticos.

A frutosamina apresentou correlacdo com a idade quando analisados conjuntamente diabéticos
e ndo diabéticos (r=0,09;p<0,001), mas ndo houve correlagcdo quando essa populagdo foi restrita
aos individuos ndo diabéticos (r=0,04;p=0,106) ou diabéticos (r=-0,04;p=0,475).

As correlagdes, no grupo total de individuos, entre a frutosamina e GJ (r=0,26;p<0,001) e entre
frutosamina e Alc (r=0,22;p<0,001) foram semelhantes entre si, mas superiores a correlacdo
entre frutosamina e 2-h PD (r=0,10;p<0,001). Todas essas correlagdes mantiveram-se
significativas quando avaliadas segundo cor da pele/raca autorreferida (branca x ndo branca) e
sexo. A Unica excecdo foi a correlacdo entre frutosamina e 2-h PD em mulheres
(r=0,04;p=0,166). A correlacdo entre Alc e GJ, e entre Alc e 2-h PD foram r=0,37 (p<0,001)
e r=0,23 (p<0,001) respectivamente. Ja entre a GJ e 2h- PD a correlagdo foi de r=0,49 (p<0,001).

As correlagdes foram maiores na populacdo ndo branca quando comparada a branca.

As correlagdes obtidas entre a frutosamina e GJ no grupo de individuos com diagnéstico de
diabetes autorreferido foi de 0,68 (p<0,001). Para aqueles com diagnostico de diabetes
detectado no estudo (diabetes recente), a correlacdo foi 0,47 (p<0,001). As correlagcdes da
frutosamina com Alc para ambos os grupos foram respectivamente 0,74 (p<0,001) e 0,19
(p=0,006). A correlacdo da glicemia de jejum e Alc nesses grupos foi de 0,71 (p<0,001) e 0,23
(p<0,001), respectivamente. A correlacdo da frutosamina com 2-h PG foi 0,28 (p<0,001), mas

significativa apenas no grupo diagnosticado com DM ap6s o TTOG.

Nos grupos especificados como pré-diabéticos, a correlacdo entre frutosamina e GJ no grupo
com glicemia em jejum alterada (> 100 e < 126 mg/dL), em 1380 individuos, foi r=0,09
(p<0,001). Nesse mesmo grupo, a correlagdo entre Alc e glicemia de jejum foi r=0,15
(p<0,001) e entre frutosamina e Alc r=0,07 (p=0,014). Contudo, no grupo de alteracdo da
tolerancia a glicose, definido como 2-h PG > 140 mg/dL e <200 mg/dL, a frutosamina e a 2-h
PD apresentaram correlacdo r=0,13 (p=0,003). A correlacdo da Alc e 2-h PD foi também
significativa, r=0,10 (P<0,017). Nesse grupo de alteracdo da tolerdncia a glicose a correlagéo
entre frutosamina e Alc foi r=0,09 (p=0,040).

A fungdo quadratica foi avaliada como alternativa ao modelo linear para as correlacfes da
frutosamina com a Alc e GJ. A relacdo entre as varidveis distanciou-se da linearidade

evidenciado pelo teste de Cusum: p=0,03 e p<0,001, respectivamente para as correlacdes entre
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frutosamina e Alc e entre frutosamina e GJ. O uso da funcdo quadratica aumentou o coeficiente
de determinacdo para ambas as associacdes, de 0,30 para 0,41 (com Alc) e de 0,38 para 0,54
(com a GJ). Nesse estudo, avaliando-se todos os individuos envolvidos, o valor de 126 mg/dL
para a GJ correspondeu ao percentil 88. No caso da Alc, o percentil 92 correspondeu ao valor
de 6,5%. Finalmente, o percentil 93 foi o relacionado ao valor de 2-h PG de 200 mg/dL. Os
equivalentes desses percentis, na concentragdo da frutosamina, foram respectivamente: 251
pumol/L, 257 pumol/L e 259 pmol/L. A figura 2 mostra os graficos de correlagdo da frutosamina

com os testes classicos para hiperglicemia.

Quatro critérios foram criados para avaliar o desempenho da frutosamina como marcador
diagnostico para o DM. Em todos eles, apenas os casos diagnosticados recentemente foram
selecionados, sendo excluidos os pacientes com diagnostico ja estabelecido de diabetes.
Caracteristicas dos dois grupos podem ser visualizadas na tabela 7. Individuos com diabetes
autorreferido sdo mais velhos (p<0,001), tém maior prevaléncia de HAS (p=0,009), e possuem
concentracdes mais elevadas de glicemia de jejum, hemoglobina glicada e frutosamina (todos
p<0,001). As distribuicbes de sexo, IMC e cor de pele/raca autorreferidos ndo foram
estatisticamente significativas.

Tabela 7 - Caracteristicas dos individuos diabéticos autorreferidos e aqueles com diagnostico
recente.?

Diabetes Autorreferido® Diabetes Recente
(N=161) (N=218)°
Idade (anos) 58 (53-64) 55 (49-62)
Sexo Masculino (%) 60,6 60,9
Cor da pele autorreferida/Raca (%)
Branca 44,2 35,8
N&o Branca 55,8 64,2
IMC (kg/m?) 25,2 (25,6-31,5) 28,3 (25,0-31,0)
Hipertensdo Arterial (%) 69,6 56,4
Glicemia Jejum (mg/dL) 157 (128-193) 128 (116-137)
Alc % 6,8 (6,0-7,8) 5,9 (54-6,5)
Frutosamina (umol/L) 251 (229-287) 231 (218-247)

4Dados apresentados como mediana (intervalo interquartil) ou %. Alc, hemoglobina glicada.
2-h PD, glicose duas horas ap6s sobrecarga de dextrosol. Autorrelato de diagnostico de
diabetes ou uso de medicamentos para diabetes nos Gltimos 15 dias. “Diabetes recente definido
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como qualquer um dos seguintes: Alc > 6,5%, glicemia de jejum > 126 mg/dL, glicemia 2h
apos sobrecarga oral de glicose >200 mg/dL.

Figura 2 — Correlacdo entre frutosamina e glicemia de jejum (1A), 2h-PD (glicose 2h apos
sobrecarga de destrosol) (1B) e hemoglobina glicada (Alc) (1C) no grupo total de individuos.
As linhas representam o valor de corte para cada teste utilizado neste estudo.
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Os critérios diagndsticos foram designados por grupos. Grupo 1 corresponde ao diagndstico de
diabetes a partir de qualquer um dos testes alterados: GJ > 126 mg/dL, 2-h PD > 200 mg/dL e
Alc>6,5%. O grupo 2 tem como critério diagnostico apenas a GJ > 126 mg/dL. O grupo 3 é
identificado pelos individuos com a 2-h PD > 200 mg/dL. Por fim, no grupo 4, o critério ¢ Alc
> 6,5%. As areas sob a curvas (AUC, do inglés Area Under the Curve) ROC (Receiver
Operating Characteristic) da frutosamina e dos demais marcadores estdo discriminados na
Tabela 8.

Tabela 8 — Desempenho da frutosamina e demais testes (AUC e intervalo de confianca de 95%)

em cada uma das defini¢des de novos casos de diabetes (grupos 1 a 4). Participantes com relato
de diagnostico de diabetes prévio foram excluidos da analise.

Grupo 12 Grupo 2° Grupo 3¢ Grupo 4°
(n=2124) (n=2124) (n=2079) (n=2124)
Frutosamina 0,66 0,74 0,68 0,70
(0,64-0,68) (0,72-0,76) (0,66-0,70) (0,68-0,72)
Glicemia Jejum - - 0,88 0,84
(0,86-0,89) (0,83-0,86)
2-h PD® - 0,90 - 0,80
(0,89-0,91) (0,78-0,82)
Alc - 0,78 0,75 -
(0,76-0,80) (0,73-0,76)

8Qualquer um dos valores: GJ > 126 mg/dL; 2-h PD > 200 mg/dL; Alc > 6,5%.

bGJ > 126 mg/dL.

°2h- PD > 200 mg/dL.

Alc>6,5%.

No grupo de pacientes diagnosticados pela GJ, a AUC da 2-h PD foi superior a da frutosamina
(p<0,001). No entanto, o desempenho da Alc foi comparavel ao da frutosamina (p=0,208). Para
0 grupo de diabetes definido com a 2-h PD, a diferenca de desempenho foi superior para a GJ
(p<0,001) e similar (limitrofe) para Alc (p=0,053) quando comparados ao da frutosamina. No
grupo de pacientes definidos como Alc > 6,5%, a GJ foi superior a frutosamina (p=0,006). Ja

a diferenca entre a frutosamina e a 2-h PD ndo atingiu significancia estatistica (p=0,064).
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A tabela 9 mostra as sensibilidades e especificidades alcancadas pela frutosamina e Alc quando
0 diabetes foi definido pela GJ e pela 2-h PD. O valor de corte da frutosamina escolhido para
essa analise foi de 257 umol/L, concentracao intermediaria dos percentis encontrados no estudo
(percentil 92). Para ambas as defini¢des, os desempenhos da frutosamina e hemoglobina glicada
foram semelhantes (p=0,572 e p=0,308, respectivamente).

Tabela 9 — Sensibilidade e especificidade (IC95%) da frutosamina (valor de corte 257 pmol/L)

e Alc (valor de corte 6,5%) nos pacientes diagnosticados pela glicemia de jejum e 2-h PD.
Participantes com diagnostico prévio de diabetes foram excluidos da anélise.

Diagnostico definido como glicemia de jejum > 126 mg/dL

Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Frutosamina 22,8 (15,9-31,1) 95,8 (94,8-96,6)
Alc 22,8 (15,9-31,1) 99,2 (98,6-99,5)

Diagnostico definido como 2-h PD > 200 mg/dL

Frutosamina 16,4 (10,6-23,8) 95,5 (94,5-96,4)

Alc 18,7 (12,5-26,3) 99,0 (98,5-99,4)

Alc, hemoglobina glicada; 2-h PD, glicose 2h ap6s sobrecarga de dextrosol, 1C95%- intervalo

de confianca

Utilizando o valor de corte usual da Alc para diagndstico de diabetes (> 6,5%) ¢ o de
frutosamina estabelecido nesse estudo (> 257 umol/L) avaliamos os individuos no grupo total
diagnosticados pela Alc e ndo pela frutosamina (n=76) e vice-versa (n=112). As distribuicdes
das variaveis investigadas estdo discriminadas na figura 3. Os individuos diagnosticados pela
frutosamina, e ndo pela Alc, possuem IMC mais baixo e s&o mais jovens e possuem menor
circunferéncia abdominal. A proporcéo de hipertensos no grupo diagnosticado pela frutosamina
foi de 50% contra 59,2% no grupo dos individuos diagnosticados pela Alc. Essa diferenca ndo

atingiu significancia estatistica (p=0,216).

A sensibilidade e especificidade da frutosamina para o diagnostico do diabetes foram avaliadas
a partir dos pontos sugeridos pela curva ROC para 0s quatros critérios adotados nesse estudo
(Tabela 10).
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Tabela 10 - Sensibilidade e especificidade da frutosamina (e o respectivo intervalo de confianca
de 95%) no diagndstico do diabetes de acordo com o0s pontos de corte sugeridos pela curva
ROC.

Group 12 Group 2° Group 3¢ Group 44
(n=2124) (n=2124) (n=2079) (n=2124)
- 62,2 74,8 67,2 45,8
Sensibilidade®
(55,4-68,7) (66,3-82,1) (58,5-75,0) (32,7-59,2)
o 63,5 60,4 62,5 87,1
Especificidade®
(61,2-65,6) (58,2-62,5) (60,3-64,7) (85,5-88,5)

Participantes com diabetes autorreferido e/ou uso de insulina e medicamentos hipoglicemiantes
foram excluidos da analise.

8Qualquer um dos valores: GJ > 126 mg/dL; 2-h PD > 200 mg/dL; Alc > 6,5%.

GJ> 126 mg/dL.

°2h- PD > 200 mg/dL.

IAlc>6,5%.

®Valores de corte da frutosamina (umol/L): 226 (grupos 1 e 3), 244 (grupo 4) e 225 (grupo 2)

O numero total de participantes para a determinacdo do intervalo de referéncia foi de 466. A
influéncia dos fatores de exclusdo na construcdo do numero final de individuos pode ser
visualizada na figura 4. O critério de exclusdo de diabetes mellitus autorreferido nédo teve
nenhum efeito no algoritmo ap6s a utilizagao dos trés primeiros critérios. As caracteristicas dos
participantes do estudo se encontram na tabela 11. Em relacdo ao sexo, a idade foi maior no
grupo feminino. Contudo ndo houve diferenca quanto a distribuicdo da cor de pele autorreferida
e IMC segundo sexo. N@o houve diferenca estatistica entre os niveis de frutosamina quando
estratificados pela cor de pele autorreferida (p=0,185). No entanto, ao estratificarmos em
populacdo branca e ndo branca, niveis de frutosamina foram mais elevados na populagdo ndo
branca (p=0,034). Homens apresentaram concentra¢cdes mais elevadas de frutosamina do que
as mulheres (p<0,001). Os valores de frutosamina apresentaram correlagdo negativa com IMC
(r=-0,117, p=0,011). O modelo de regressdo multipla linear foi utilizado para discriminar

variaveis que pudessem influenciar na geracao do intervalo de referéncia da frutosamina.
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Figura 3 — Caracteristicas dos individuos diagnosticados pela frutosamina (> 257 umol/L;
n=112) ou Alc (> 6,5%; n=76) de acordo com o IMC, a idade e a circunferéncia abdominal.
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Gréaficos Box-Plot: as extremidades dos retangulos representam os percentis 25 e 75. A linha
dentro do retangulo a mediana. As semirretas ligam respectivamente os percentis 25 ao valor
minimo e o percentil 75 ao valor méaximo. Circunferéncias nas extremidades representam
outliers.
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Apesar da idade ndo ter apresentado correlagéo significativa com a concentracao de frutosamina
(r=0,05, p=0,323), ela foi incluida no modelo de regressdo multipla. As outras variaveis (sexo,
cor da pele/raca autorreferida, IMC foram incluidas no modelo). O ajuste do modelo foi
avaliado por meio da analise dos residuos.

Figura 4 — Algoritmo do numero final de participantes do estudo de intervalo de referéncia.
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O modelo de regressao multipla linear (stepwise) foi significativo (p<0,001, coeficiente de
correlacdo ajustado de 0,108) e manteve como variaveis significativas sexo, cor da pele
autorreferida e IMC. Variaveis foram incluidas no modelo se p<0,05, e removidas se p>0,10.
A variavel idade ndo apresentou significancia no modelo. As caracteristicas da equagdo desse

modelo estdo discriminadas na tabela 12.

A pesquisa de outliers demonstrou a presenca de cinco outliers de Tukey e nenhum de
Reed/Dixon. Os outliers de Tukey ndo foram excluidos apos andlise de sua distribuicdo em
gréafico Box-Plot (figura 5).

Figura 5 — Distribuicdo dos 466 individuos participantes do estudo para confeccdo do intervalo
de referéncia para frutosamina.
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Gréafico Box-Plot: as extremidades dos retangulos representam os percentis 25 e 75. A linha
dentro do retangulo a mediana. As semirretas ligam respectivamente os percentis 25 ao valor
minimo e o percentil 75 ao valor maximo. Circunferéncias fora das extremidades representam
outliers.
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Tabela 11 — Caracteristica laboratoriais e clinicas da populacéo final para geracéo do intervalo
de referéncia, linha de base do ELSA-Brasil para a construcdo do intervalo de referéncia

(n=466)
Total Masculino Feminino Valor-p
\g 466 145 (31,1) 321 (68,9)
Idade (anos)? 48 (43-56) 47 (42-54) 49 (44-56) 0,006
Cor de pele® 0,240
Negro 40 (8,6) 9(6,2) 31(9,7)
Pardo (Brown) 166 (35,6) 59 (40,7) 107 (33,3)
Branco 243 (52,1) 73 (50,3) 170 (53,0)
Outros® 12 (2,6) 2(1,4) 10 (3,1)
IMC (kg/m?)P 0,853
<25 284 (60,9) 91 (62,8) 193 (60,1)
25a<30 143 (30,7) 42 (29,0) 101 (31,5)
>30 39 (8,4) 12 (8,3) 27 (8,4)
Frutosamina® 218 (207-230) 226 (215-238) 215 (205-207) <0,001
GJ (mg/dL)® 96 (92-97) 96 (94-97) 96 (92-97) 0,017
2-h PD (mg/dL)? 106 (94-117) 104 (94-117) 106 (94-117) 0,542
Alc (%)? 5,0 (4,7-5,3) 5,0 (4,7-5,3) 5,0 (4,7-5,3) 0,763
Creatinina 0,90 1,00 0,80 <0,001
(mg/dL)? (0,80-1,00) (0,90-1,10) (0,70-0,90)
Microalbumindria 0,093 0,094 0,093 <0,001

(ug/min) ®

(0,092-0,097)

(0,093-0,102)

(0,092-0,095)

8Mediana e intervalo interquartil; PFrequéncia absoluta (%):: Asiaticos e indigenas; IMC=

indice de Massa Corporal; GJ = Glicemia de Jejum; 2-h PD = Glicose 2h ap6s dextrosol; Alc

= Hemoglobina Glicada.
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Tabela 12 - Modelo de regressdo linear multipla para a variavel dependente frutosamina.

Variaveis Coeficiente  Erro padréao r parcial Estatistica t Valor p
Independentes
(Constante) 230,6859
IMC (kg/m?) -0,6741 0,2144 -0,1455 -3,144 0,0018
Sexo 10,6929 1,6707 0,2868 6,400 <0,0001
(masculino)
Cor da 3,8728 1,5608 0,1153 2,481 0,0134
pele/raca

autorreferida

(ndo branca)

As variaveis sexo, IMC (< 25 Kg/m2 e > 25 Kg/m2) e cor de pele autorreferida/raca (branca e
ndo branca) foram avaliadas separadamente segundo critérios de Harris-Boyd (CLSI) (Harris,
Boyd, 1990) para a estratificacdo dos intervalos de referéncia. Apenas a varidvel sexo
apresentou critérios para estratificacao dos seus intervalos de referéncia. Apds a separacdo dos
grupos em masculino e feminino, as variaveis IMC e cor de pele/raca autorreferida foram
novamente avaliadas separadamente para o sexo masculino e feminino, e ndo foram

significativas para nova estratificagéo.

A avaliacdo para o IMC ocorreu apos transformacdo logaritmica dos dados, haja vista a
presuncao da distribuicdo normal dos grupos para aplicacdo dos critérios de Harris-Boyd (Lahti
et al., 2004). Para os demais parametros ndo houve necessidade de transformacéo dos dados. A
definicdo dos grupos para o IMC ocorreu como < 25,0 kg/m? e > 25 kg/m?. O nimero de
individuos com IMC igual ou superior a 30,0 kg/m2 foi apenas de 39, impedindo a geragéo de

intervalos de referéncia com razoaveis intervalos de confianca.

Os intervalos de referéncia gerados nesse estudo estdo dispostos na tabela 13, com seus

respectivos intervalos de confianga.
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Tabela 13 — Intervalos de referéncia (95%) para frutosamina (umol/L) gerados a partir da
populagéo de um dos centros (Belo Horizonte) participantes do estudo ELSA-Brasil

Limite Inferior Limite Superior
Sexo Feminino (n=321) 186 (IC: 183-189) 248 (1C: 243-255)
Sexo Masculino (n=145) 197 (I1C: 178-199) 269 (IC: 263-279)
Combinado (n=466) 188 (IC: 183-191) 257 (1C: 255-267)

IC, Intervalo de Confianca de 90%.
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5 — Discussao

Neste estudo transversal, a relacdo da frutosamina com os marcadores classicos para
diagnostico do diabetes em uma subpopulacdo brasileira foi avaliada. Um intervalo de
referéncia para a populacdo brasileira também foi gerado a partir dos dados disponiveis de um
dos centros do Estudo Longitudinal do Adulto, ELSA-Brasil.

A frutosamina apresentou correlagdes significativas com todos os marcadores de diagnéstico
para diabetes j& estabelecidos: GJ, 2-hPD e Alc. A correlagdo com 2-h PD foi inferior a
associacao estabelecida com os dois outros marcadores. A frutosamina apresentou desempenho
diagnostico significativo quando o diabetes foi definido pelos outros testes ja utilizados para

essa finalidade.

Utilizando critérios para diagnéstico do diabetes diferentes dos atuais, um grupo de
pesquisadores avaliaram 302 adultos no Japdo que foram categorizados como “diabéticos
limitrofes” (2-h PD > 140 mg/dL, n=123) ou diabéticos (GJ > 140 mg/dL e/ou 2-h PD > 200
mg/dL; n=49) de acordo com o critério adotado pelo Organizacdo Mundial de Saude de 1980
(Shima et al., 1989). A correlacdo da frutosamina com a GJ foi de 0,79 no grupo de individuos
cujos resultados de GJ > 140 mg/dL. Ao utilizarmos essa estratificacdo no presente trabalho, a
correlagdo com a GJ foi de 0,69 (p<0,001; n=151). Na populacdo japonesa, a correlacdo da GJ
< 140 mg/dL com a frutosamina foi de r=0,26. Com esse critério, observamos correlagdo de
r=0,15 na popula¢do do ELSA-Brasil utilizada neste trabalho (p<0,001; n=2137). Ainda com
os resultados obtidos com os voluntarios do ELSA-Brasil, observamos a correlacdo da
frutosamina com a 2-h PD igual ou acima de 200 mg/dL de r=0,41 (p<0,001; n=129). No
trabalho de Shima et al. (1989), esse valor foi de r=0,71. Esse mesmo grupo de autores
encontraram correlagdes de Alc mais elevadas com a GJ quando comparadas com a
frutosamina com os trés critérios criados: r=0,83, r=0,44 e 0,83, respectivamente quando GJ >
140 mg/dL, GJ < 140 mg/dL e 2-h PD > 200 mg/dL O método para dosagem da frutosamina
foi discriminado como “comercial” e executado em um analisador Cobas Mira. Possivelmente

trata-se do método NBT, porém com calibrador ainda da primeira geracdo (DMF).

A partir de uma coorte americana, The Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC), dois
trabalhos discutiram o papel da frutosamina no diagnostico do diabetes mellitus. O estudo ARIC
é uma coorte que arrolou 15792 individuos adultos oriundos de quatro comunidades americanas

entre 0s anos de 1987 e 1989. Esses individuos foram acompanhados por mais de duas décadas.
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As avaliagbes clinicas dos participantes desse estudo aconteciam a cada trés anos

aproximadamente.

O estudo CARMRI (do inglés Carotid Magnetic Resonance Imaging) avaliou 1719 individuos,
um subgrupo da coorte ARIC. Esses individuos foram arrolados entre os anos de 2004 e 2005.
Dois tercos dos participantes possuiam maior espessura média da camada intima da artéria
carotida. O outro terco foi selecionado aleatoriamente do restante dos participantes do ARIC.
Os 1719 individuos com resultados de GJ, Alc, frutosamina, albumina glicada e 1,5-AG
participaram de estudo transversal com avaliacdo do teste de frutosamina para o diagnostico de
DM (JURASCHECK, STEFFES, SELVIN, 2012). Esse trabalho adotou as defini¢cdes de DM
idénticas ao da populacdo ELSA-Brasil. As correlacbes encontradas nas diferentes
subpopulacBes no estudo de Juraschek, Steffes e Selvin (2012) comparadas aquelas

estabelecidas na populacdo brasileira podem ser vistas na tabela 14.

As correlacBes encontradas no estudo de Jurascheck, Steffes e Selvin (2012) séo via de regra
mais elevadas do que aquelas encontradas na populacéo brasileira. Os individuos incluidos no
estudo americano eram mais velhos (média de idade de 70,3 anos contra 52,3 anos) e com niveis
mais elevados de Alc (5,8% contra 5,4%). Assim como na populagéo brasileira, a correlacéo
da frutosamina com Alc e GJ foram maiores na populacdo negra. Particularmente no Brasil,
esse grupo foi definido como cor da pele/raca ndo branca. Entretanto, a correlacdo entre esses
testes foi superior para o0 sexo masculino entre os americanos, fato ndo evidenciado nos
brasileiros. A correlacdo para os individuos diabéticos foi maior na populagdo brasileira entre
frutosamina e Alc, bem como entre frutosamina e GJ do que para os americanos. Jurascheck,
Steffes e Selvin (2012b) dosaram a frutosamina por meio de kit comercial (Roche Diagnostics).
Apesar de ndo formalmente descrito, trata-se do método NBT de segunda geracdo. Esses

autores também encontraram correlacédo significativa entre idade e frutosamina.
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Tabela 14 — Coeficientes de correlacdo linear entre frutosamina e outros marcadores de
hiperglicemia na populacdo americana® e brasileira (estudo atual).

Americanos Brasileiros

Frutosamina x Alc

Populacdo Geral 0,40 0,22
Diabéticos 0,44 0,52
N&o diabéticos 0,22 0,10
Brancos 0,35 0,19
Né&o Brancos 0,43 0,25
Homens 0,48 0,23
Mulheres 0,35 0,22

Frutosamina x GJ

Populacao Geral 0,33 0,26
Diabéticos 0,33 0,60
N&o diabéticos 0,16 0,11
Brancos 0,31 0,21
Né&o Brancos 0,31 0,30
Homens 0,30 0,21
Mulheres 0,35 0,21
Alc x GJ
Populacao Geral 0,48 0,37
Diabéticos 0,44 0,33
N&o diabéticos 0,22 0,16

®JURASCHECK, STEFFES, SELVIN, 2012

Alc, Hemoglobina Glicada; GJ, Glicemia de Jejum.

Jurascheck, Steffes e Selvin (2012) testaram modelos de correlacdo ndo lineares entre as
variaveis frutosamina e Alc, melhorando o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,39 para 0,46.
No nosso estudo, o coeficiente de determinacdo estabelecido com a relagéo linear foi de 0,30.
Contudo, ele se eleva para 0,41 utilizando-se uma funcéo quadratica. O teste de Cusum, aponta
desvio significativo da linearidade para a correlagdo entre essas variaveis (p=0,03). Avaliando
os dados da populagio brasileira, a correlagio entre frutosamina e GJ apresentou R? de 0,38,
progredindo para 0,54 na fungdo quadréatica. Ha também significativo desvio da linearidade na
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avaliacdo da relaco entre essas duas variaveis (p<0,01, teste de Cusum). Modelos de regressdo
ndo linear foram também testados em uma populagdo chinesa (SHI e LV, 2016). Foi realizada
uma analise retrospectiva com inclusdo de resultados de 549 individuos atendidos em um
hospital universitario (Anhui Medical University). Essa populacéo era constituida por 54,1% de
homens e apresentava a idade mediana de 64 anos. Com o ajuste linear, a correlagéo entre a
frutosamina e Alc foi de 0,745. Para um modelo ndo linear, o incremento foi pequeno (r=
0,792). A comparacdo entre os dois coeficientes ndo foi estatisticamente significativa

(p=0,057), apesar de mostrar clara tendéncia.

As concentragdes de frutosamina, correspondente aos percentis dos testes de GJ, Alc e 2-h PD
cuja concentracdo correspondia ao critérios diagnostico para DM foram préximas entre si, com
valores entre 251 a 259 pumol/L. O valor de 257 pumol foi utilizado nesse estudo para comparar
o desempenho da frutosamina contra a Alc no diagndstico do diabetes quando definido pela GJ
e 2-h PD. Jurascheck, Steffes e Selvin (2012b) conduziram analises similares para avaliar o
desempenho da frutosamina excluindo individuos tomando medicamentos para diabetes ou com
historia autorreferida de DM. A tabela 15 mostra o desempenho da frutosamina de acordo com
o critério diagnostico adotado.

Tabela 15 — Desempenho diagndstico da frutosamina de acordo com o critério diagndstico

mensurado a partir da area sob a curva (AUC-ROC) nos trabalhos de Jurascheck, Steffes e
Selvin (2012b) e o presente trabalho

Jurascheck, Steffes e Selvin Presente estudo

(2012b)
GJ > 126 mg/dL 0,77 (0,71-0,83) 0,74 (0,72-0,76)
Alc>6,5 0,69 (0,67-0,77) 0,70 (0,68-0,72)

GJ, Glicemia de Jejum, Alc; Hemoglobina glicada.

A exclusdo dos individuos diabéticos no estudo americano ocorreu em dois grupos (excluindo
aqueles sem medicamentos para diabéticos em um momento e aqueles com DM autorreferido
em outro momento). No estudo brasileiro esses critérios foram adotados simultaneamente. Na
tabela, para os dados americanos, estdo representados os individuos apo6s exclusdo do
diagnostico de DM autorreferido. Os resultados para o grupo tendo excluido uso de

medicamentos para DM sdo muito semelhantes.

Em novo estudo incluindo participantes do estudo ARIC (n=12306), dessa vez utilizando

resultados de exames obtidos em uma segunda visita dos participantes (entre 1990 a 1992),
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foram encontrados coeficientes de correlacdo ainda mais elevados entre frutosamina e GJ
(r=0,81) e entre frutosamina e Alc (r=0,82) na populacédo total, incluindo diabéticos e ndo
diabéticos. A média de idade dos participantes foi de 56,9 anos. O achado de niveis de
frutosamina mais elevados em negros foram mantidos também nessa nova avaliacao. Os testes
de frutosamina foram executados em método comercial (Roche Modular P800) em amostras
estocadas a -70°C. Comparado ao nosso estudo, niveis basais de GJ e Alc foram em média
mais elevados (SELVIN, 2014).

Outra coorte serviu de base para avaliagdo da frutosamina frente 0s outros testes para
diagnostico do DM. Malmstrom et al. estudaram 10987 individuos da coorte AMORIS. Esse
estudo avaliou individuos com idade entre 2 e 97 anos (média de 57 anos) recrutados durante
1985-1996 na cidade de Estocolmo, Suécia. Dos 10897 individuos, 5590 tiveram amostras de
sangue colhidas apds periodo de jejum. A frutosamina foi dosada pelo método NBT em um
analisador automatico (AutoChemist-PRISMA/PRISMA). Os coeficientes de correlagdo linear
entre frutosamina e GJ (r=0,80) e frutosamina e Alc (r=0,79) foram similares quando obtidos
para todo o grupo. No grupo de individuos com diagndstico recente de diabetes a correlacéo
entre frutosamina e Alc foi r=0,75. A mesma correlagdo foi encontrada para individuos com
diagnostico prévio de DM. Em individuos com pré-diabetes a correlagdo entre frutosamina e
Alc foi bem mais baixa, r=0,11. A associacdo da frutosamina com Alc sofreu alteracGes
discretas quando ajustadas por sexo, idade, aloumina e IMC. A exclusdo de individuos com
diagnostico prévio de anemia, insuficiéncia renal cronica também néo alterou as associacdes da
frutosamina com Alc e GJ. Utilizando critérios definidos pela ADA (com GJ ou Alc), a
frutosamina apresentou AUC = 0,91 no grupo de individuos com amostras coletadas em jejum.
A AUC da frutosamina (0,91) e da Alc (0,90) foram similares quando o diagnéstico de DM foi
definido apenas pela GJ. Com um valor de corte de 2,5 mmol/L a frutosamina apresentou
sensibilidade de 61% e especificidade de 98% quando o diagnéstico de DM foi baseado na GJ
(MALMSTROM et al., 2014).

Outro estudo, a partir de uma coorte para estabelecer o status da salde cardiometabolica,
avaliou o desempenho da frutosamina para diagnosticar o DM em populacdo de 217 imigrantes
africanos residentes nos Estados Unidos. A idade média foi de 39 anos (intervalo total de 20 a
64 anos), sendo 69% do sexo masculino e com IMC médio de 27,6, variando de 18,2 a 41,2
kg/m?. Os pacientes realizaram jejum de 12h e coletaram os exames no periodo da manha. O
objetivo foi avaliar a capacidade de se diagnosticar individuos com a condicéo de pré-diabetes,

definida como GJ > 100 mg/dL e < 126 mg/dL e/ou 2-h PD > 140 mg/dL e <200 mg/dL. O
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valor de corte da frutosamina foi definido como o valor correspondente ao Gltimo tercil para
frutosamina baseado nessa mesma populacgao (230 pumol/L). Procedimento similar foi realizado
para Alc e o valor coincidiu com aquele utilizado pela ADA para pré-diabetes (5,7%). A
sensibilidade da frutosamina para diagndstico de pré-diabetes nessa populacéao foi de 41% com
especificidade de 66%. Niveis discretamente inferiores ao da Alc, respectivamente 50% e 75%,
mas ambos sem diferenca estatistica. De forma similar a AUC-ROC da frutosamina foi 0,55
(1C95%: 0,47-0,63) e para Alc 0,63 (IC95%: 0,55-0,71) (p=0,36). Nesse estudo, a albumina
glicada também foi avaliada e 0 desempenho foi semelhante ao da Alc e frutosamina. Dos 74
individuos diabéticos diagnosticados pelo TTOG, 24 foram diagnosticados apenas pela
frutosamina ou albumina glicada (SUMMER et al., 2016).

Uma populacéo de 2877 chineses foi submetida ao TTOG e a concentracdo da 2-h PD > 200
mg/dL foi considerada o critério diagnostico de DM. Frutosamina foi dosada pelo reagente
comercial (Roche) em um analisador automatico (Cobas-bio). O desempenho da GJ, Alc e
frutosamina foi avaliado por meio da curva ROC. A sensibilidade e especificidade encontradas
para GJ, Alc e frutosamina foram, respectivamente, 85,1% e 84,4%; 77,5% e 78,8% e 75,2%
e 76,9%. A avaliacdo conjunta da GJ e frutosamina poderia reduzir a necessidade do TTOG em
85,5% nos individuos em investigacdo para DM, reservando esse teste apenas quando 0s
critérios GJ > 100 mg/dL e < 126 mg/dL além de frutosamina > 235 pmol/L fossem observados.
Niveis de frutosamina também foram mais elevados em homens. As correlacdes da frutosamina
comaGJ, a2-h PD e Alc foram, respectivamente, 0,46; 0,46 e 0,33 (KO et al., 1998). No nosso
trabalho, a frutosamina com concentragéo inferior a 197 pmol/L foi capaz de predizer o TTOG
ndo diagndstico em 8,4% dos individuos de raca/cor da pele branca. Para esse grupo tivemos

654 TTOG realizados, sendo 27 positivos e 627 negativos.

Apesar de significativas, as correlagdes encontradas para a populacéo total no nosso estudo
foram inferiores aos de outros autores acima citados (SHIMA et al.,1989) (SELVIN et al., 2014)
(MALMSTROM et al., 2014), mas similar a outros (JURASCHEK et al,.2012b) (KOL et al.,
1998) (Tabela 16). Avaliamos cerca de 2200 individuos. Esse numero é similar com o de dois
estudos (JURASCHEK et al,.2012b) (KOL et al., 1998), inferior a dois outros (SELVIN et al.,
2014) (MALMSTROM et al., 2014) e superior a outro (SHIMA et al.,1989). A amplitude das
concentracBes das variaveis analisadas é considerada similar entre os estudos. E possivel que
parte da diferenca seja secundaria a escolha entre o coeficiente de correlacdo utilizado,
Spearman ou Pearson. Usualmente a escolha de um, ou outro, leva em consideracdo a

distribuicéo dos dados em determinada amostra. Em casos de evidéncia de ndo normalidade, a
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escolha usual seria o coeficiente de Spearman. Ha consideravel preocupagdo com o incremento
do erro Tipo I quando utilizamos o coeficiente de Pearson em distribuigdes com grandes desvios
da normalidade. (BISHARA & HITTNER, 2012). Juraschek et al. (2012b) utilizaram
coeficiente de correlacdo de Spearman e apresentaram resultados mais proximos ao do nosso
estudo. Os demais utilizaram o coeficiente de correlagdo de Pearson (MALMSTROM et al.,
2014) ou ndo especificaram (SHIMA et al., 1989) (SELVIN et al., 2014) (KOL et al., 1998). A
utilizacdo do coeficiente de Pearson elevaria de forma muito significativa todas as correlacdes
encontradas com as nossas variaveis e que foram originalmente determinadas pelo método de
Spearman: entre frutosamina e GJ (de 0,26 para 0,62); frutosamina e Alc (de 0,22 para 0,55);
frutosamina e 2-h PG (de 0,10 para 0,27).

Tabela 16 — Correlagdes de toda a populacdo geral de cada um dos estudos entre frutosamina
com os testes Alc e GJ

Alc GJ

Juraschek et al., 2012b 0,40 0,33
Selvin et al., 2014 0,82 0,81
Malmstrom et al., 2014 0,79 0,80
Kog et al., 1998 0,33 0,46
Pedrosa et al., 2018 0,22 0,26

GJ, Glicemia de Jejum, Alc; Hemoglobina glicada.

Devemos também considerar diferencas na correlacéo entre a frutosamina e outros marcadores
glicémicos como fruto do comportamento distinto de glicacdo entre populacbes diferentes.
Nossa analise revelou concentracdes elevadas de frutosamina na populacdo autorreferida como
ndo branca. Essa diferenga permaneceu mesmo quando analisamos somente a populag¢do nao
diabética e, posteriormente, a populacdo sem nenhum critério de anormalidade nos marcadores
glicémicos. Negros americanos apresentaram concentracdes mais elevadas de frutosamina e
Alc (JURASCHEK et al,.2012b) (SELVIN et al., 2011b).

Podemos supor a existéncia de possiveis diferencas no comportamento da associagcdo da
frutosamina com outros marcadores glicémicos entre populacfes diferentes, justificando
correlagbes e desempenhos diagnosticos distintos entre essas variaveis em diferentes
populacdes. Em populacdo de imigrantes africanos nos Estados Unidos, Summer et al. (2016)
avaliaram o desempenho da frutosamina no diagnostico do pré-diabetes comparando com o

desempenho da Alc. Observou-se que os imigrantes cujo pré-diabetes foi detectado somente
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pela frutosamina e/ou AG, e ndo Alc, eram mais jovens, tinham menor IMC, menor
circunferéncia abdominal e menor gordura visceral. Na populacdo ELSA-Brasil, utilizando o
valor de corte estabelecido nesse trabalho (257 pmol/L), comparamos o grupo de individuos
diagnosticados somente pela frutosamina e ndo pela GJ ou Alc. Esses individuos tinham IMC
mais baixo e eram mais jovens. Esses dados apontam para um possivel papel complementar da
frutosamina em individuos com pré-diabetes em rastreio para diabetes e com caracteristicas

clinicas especificas.

Um intervalo de referéncia da frutosamina para a populacéo brasileira foi gerado a partir da
populacdo selecionada nesse estudo. Os intervalos de referéncia constituem a primeira
avaliacdo médica do resultado do exame laboratorial, notadamente na auséncia de resultados
associados a decisdes médicas baseados em evidéncias. Os individuos selecionados para a
geragdo do intervalo de referéncia devem ser representativos da populagéo a qual pertencem.
Para chegar a esse grupo, faz-se necessaria a aplicacdo de critérios de incluséo e exclusdo e a
seguir a escolha do método para estratificacdo dos dados em diferentes subpopulactes
(CERIOTTI, HINZMANN, PEGHINI, 2009). O protocolo do CLSI (CLSI, 2008) foi utilizado
na geracédo do intervalo de referéncia do presente trabalho. Utilizamos a populacdo de um dos
centros participantes do estudo ELSA-Brasil. Apds a exclusao de individuos com alteracGes em
testes glicémicos e Alc, bem como microalbuminiria e creatinina, contamos com uma amostra
final de 466 individuos. No entanto, cabe ressaltar que o maior impacto na formacdo dessa

amostra deu-se apds a excluséo de individuos com alteragBes em marcadores de hiperglicemia.

A construcdo do intervalo de referéncia sugerido pelo CLSI ap6s a obtencdo dos resultados a
partir de uma populacdo referéncia € feita por meio da utilizacdo dos percentis 2,5 e 97,5,
estabelecidos de forma ndo paramétrica e com numero amostral ndo inferior a 120 (CLSI,
2008). A escolha pelo intervalo central de 95% é de certa forma arbitraria e estabelecida ainda
nos anos 80 do século passado (CERIOTTI, HINZMANN, PEGHINI, 2009). Essa exigéncia
mantém a possibilidade da construcdo de intervalos de confianga de 90% para os limites
superiores e inferiores do intervalo de referéncia estabelecido. Nimero amostral inferior a 120
e superior ou igual a 80 ainda podem ser utilizados, desde que a construcdo desse intervalo seja
também modificada, sendo estabelecida pelo chamado método robusto (CLSI, 2008) (HORN.
PESCE, COPELAND, 1998).

A estratificagdo dos dados, é realizada por meio do método de Harris-Boyd (CLSI, 2008). A

estratificagdo é importante quando se observa comportamento distinto das varidveis de acordo
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com caracteristicas fisiologicas dos individuos, tais como idade, sexo, raca, IMC, etc. A
definicdo dessa estratificacdo usualmente € dada por meio de ferramentas criadas
especificamente para essa finalidade. A simples utilizacdo de testes estatisticos comuns
poderiam levantar a necessidade de estratificacdo dos intervalos de referéncia em populacoes
muito grandes, onde seriam observadas diferencas estatisticamente significativas, mas
clinicamente irrelevantes (HARRIS & BOYD, 1990).

A questdo principal para a estratificacdo de um intervalo de referéncia seria o percentual de
valores alterados dos tradicionais 2,5% acima ou 2,5% abaixo que seriam permitidos para uma
subpopulacdo. Harris & Boyd (1990) propuseram que esse intervalo fosse ndo maior que 4% e
ndo inferior a 1%. Na construcdo desse célculo, leva-se em consideracdo ndo apenas a média,
mas também os desvios-padrao dos subgrupos. Apesar da grande popularidade alcancada por
essa abordagem, uma limitacdo clara seria sua restricdo para utilizacdo em dados com
distribuicdo normal (ou gaussiana). Para lidar com essa dificuldade, outras formas de
estratificacdo do intervalo de referéncia aplicaveis as populacfes com distribuicdo ndo normal
(e também normal) foram desenvolvidas. (LAHTI et al.; 2002). Avaliacdo de estratificacdo de
dados tdo somente pela inspecao visual dos dados, por graficos de histograma e Forest Plot, ja
foi descrita e utilizada recentemente (SELVIN, et al., 2018).

Outras formas de construcdo de intervalos de referéncia, ndo necessariamente baseados nos
principios de Harris e Boyd tém sido discutidas e executadas. As propostas variam
principalmente nos critérios de selecdo dos individuos, na estratificacdo dos dados e nimero
amostral (PAVLOV, WILSON, DELGADO, 2012) (DALY et al.; 2017) (OZARDA, et al;
2013).

A escolha das variaveis para avaliacdo da estratificacdo no presente trabalho foi feita ap6s
verificagdo de quais varidveis estariam relacionadas ao valor da frutosamina nessa populagéo.
Essa verificagdo foi realizada por meio da regresséo linear simples e multipla. Com excecao da
idade, as outras variaveis avaliadas se mantiveram significativas no modelo e foram submetidas
aos critérios de estratificacdo de Harris & Boyd. Apenas a varidvel sexo mostrou-se
significativa para a estratificacdo apos analise multivariada. Concentra¢cdes mais elevadas de
frutosamina foram observadas em homens quando comparadas as mulheres. Apesar de ndo
haver necessidade de estratificacdo para as variaveis IMC e cor da pele/raca autorreferida, elas
apresentaram diferenca estatistica quanto as concentracdes de frutosamina. Concentragdes mais

baixas de frutosamina foram observadas em individuos com IMC mais elevado e concentracoes
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mais elevadas de frutosamina em individuos com cor da pele/raca autorreferida como nédo

branca.

De uma forma geral, as varidveis sexo, idade, cor da pele/raca e IMC sdo citadas como capazes
de influenciar os niveis de frutosamina em diferentes popula¢des. Summer et al. (2015),
avaliando imigrantes africanos residentes nos Estados Unidos, descreveram uma correlagdo
negativa entre IMC e frutosamina (r=-0,23, p=0,001). Nesse estudo, apenas individuos com

pré-diabetes e normoglicémicos (nao diabéticos) foram incluidos.

Em participantes americanos do Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) os marcadores
Alc, frutosamina, e inclusive GA, foram mais elevados na populacdo negra, mesmo quando
estratificados de acordo com a glicemia de jejum. A glicemia de jejum nao apresentou diferenca
entre a populacdo negra e branca. Apesar dessa diferenca, resultados dessa coorte indicam
desempenho idéntico para negros e brancos em termos de predicdo de eventos vasculares,

mortalidade e doenca microvascular para a frutosamina e GA (SELVIN, et al. 2014).

Em um subestudo (CARMRI) da coorte ARIC, Juraschek et. al. (2012b) obtiveram resultados
de frutosamina mais elevados em homens e em negros. Observaram também, diferentemente
do nosso estudo, correlacdo entre idade e frutosamina, apesar do intervalo total da idade naquele

trabalho ser de 60 a 84 anos.

Os dois estudos citados logo acima ndo tinham por objetivo a determinacdo de intervalos de
referéncia. As variaveis IMC, idade, sexo e raca foram avaliadas em outros trabalhos com a
perspectiva de construcao de intervalo de referéncia para frutosamina. As caracteristicas gerais
desses trabalhos e os intervalos confeccionados estdo disponiveis na tabela 17.

Os trabalhos selecionados na tabela 17 representam estudos que utilizaram a segunda versao do

método NBT para dosagem de frutosamina, ainda que de fabricantes e analisadores diferentes.

Baker et al. (1991), avaliaram uma populacdo da Nova Zelandia com idade mediana de 47 anos
e intervalo total de 33 a 78 anos. A partir de um grupo de 2321 individuos, foram excluidos os
com diagnostico de DM e alteracao da tolerancia a glicose pelo TTOG. Apesar de mencionar
auséncia de diferencga nas concentracfes de frutosamina quando estratificada por sexo e idade,
ndo h& especificacdo da ferramenta utilizada para essa conclusdo. O intervalo corrigido pela
concentracdo de proteina foi realizado, mas os autores concluem que ndo ha vantagem nessa
correcdo, apesar da confeccdo do intervalo e da prépria avaliagdo da sua adequacdo nao

parecerem claras no artigo.
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Tabela 17— Intervalos de referéncia de frutosamina utilizando o método NBT segunda geracao

Amostra Intervalo Kit e Analisador Comentario
(umol/L)
Baker et al 2211 ndo 202-296 F. Hoffmann-La Sem efeito de
1991 — diabéticos (2-h PD Roche/ Cobas-  sexo e idade para
Nova < 140 mg/dL; idade Fara estratificacao.
Zelandia 33 a 78 anos
(mediana 47 anos)

Cefaluetal 230 n&o diabéticos; <289 Roche Né&o avaliou
1991 — Alc <7,0% (idade Reagents/Cobas- estratificacao
Estados 18 a 70 anos) Mira
Unidos
Linetal 228 ndo diabéticos 202-282 Boehringer Né&o avaliou
1996 — GJ <90 mg/dL Mannheim/ fatores para
Estados Hitachi 747-200 estratificacao.
Unidos

Chenetal 1497 saudaveis (GJ 20 a 65 anos Roche/Cobas Avaliou sexo e
2016 — < 110 mg/dL; 2-h 215-287 8000 idade. Sexo nédo
China PD < 140 mg/dL; apresentou

IMC normal; etc); 65 ou mais diferenca.
idade 20 a 85 anos; 226-325
73,3% mulheres

Zhouetal 458 individuos; (GJ  220-298 Roche/Roche Avaliou sexo e
2016 — 70-110 mg/dL; Modular DPP idade. Sem
China creatinina normal; necessidade de

etc). Idade 20 a 79 estratificacdo.
anos (mediana 43
anos); 50,7%
mulheres

Selvin et al 1799 individuos 195-258 Roche/Roche Avaliou sexo,
2018 — ndo diabéticos, Modular P800 idade, IMC e
Estados 51,4% de raca
Unidos mulheres47 a 68

anos,

Pedrosaet 466 individuos (GJ, Mulher BioSystems Estratificacdo

al 2018 — Alc, 2-h PD 186-248 S.A/AU 580 para sexo, mas
Brasil normais), mulheres Beckman Coulter  ndo para idade,

68,9%, idade 35 a Homem cor da pele
73 anos, mediana 196-269 autorreferida e
48 anos. IMC.

NBT- nitroblue tetrazolium

Um estudo americano recrutou 230 individuos ndo diabéticos a partir de valores de Alc iguais

ou inferiores a 7%. Cabe lembrar que nessa ocasido os ensaios de Alc ndo eram padronizados.

Utilizou o percentil 95 para definir apenas o limite superior do intervalo de referéncia. Nao

observou correlagcdo dos niveis de albumina ou proteina total com a frutosamina. Outras

varidveis para possivel estratificacdo nao foram avaliadas (CEFALU, et. al., 1991).
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Lin et al. (1996) avaliaram amostras de individuos ndo diabéticos cujas coletas eram
originalmente para execucdo de outros testes ndo relacionados ao estudo (avaliagdo do
desempenho de uma plataforma comercial para a dosagem da frutosamina). Amostras
provenientes de 23 centros da regido da California nos Estados Unidos foram utilizadas. O
intervalo de referéncia foi estabelecido na populagdo cujo resultado de GJ foi inferior a 90
mg/dL. Néo h& dados clinicos mencionados para a confeccdo do intervalo de referéncia.
Intervalos de referéncia corrigidos para albumina e proteina foram também confeccionados.
Resultados de frutosamina corrigidos pela albumina e proteina apresentaram melhor correlacéo

com outros marcadores (Alc e GJ).

Um estudo conduzido na China estabeleceu intervalo de referéncia de frutosamina para aquela
populacdo. Esse estudo utilizou critérios baseados na GJ e 2-h PD para selecionar a populacao.
O protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) foi utilizado na
construcdo dos critérios de selecdo para a populagdo referéncia. Uma vasta lista de critérios de
exclusdo foi utilizada, além dos critérios ja conhecidos de normalidade para a glicose. Foram
excluidos individuos com hipoproteinemia, hipoalbuminemia, doencas cardiovasculares,
doenca renal, desordens enddcrinas, obstrucdo hepatica, consumo de alcool, uso de
contraceptivo oral, exercicio intenso ou trabalho manual pesado, gravidas e lactantes. Todos 0s
individuos apresentavam IMC normal. A idade dos participantes foi estratificada em trés grupos
etarios: 20 a 45 anos, 46 a 65 anos e > 65 anos. O grupo de individuos com idade superior a 65
anos apresentou niveis estatisticamente mais elevados de frutosamina. Nao houve diferenca dos
niveis de frutosamina entre os sexos. Apesar de se inspirar no protocolo do CLSI, a
estratificacdo dos grupos foi baseada em testes estatisticos comuns (analise de variancia -
ANOVA), (CHEN, et al., 2016).

Outro estudo, também chinés, estabeleceu intervalo de referéncia para frutosamina. Foram
utilizados como critério de inclusdo individuos com valor de GJ entre 70 a 110 mg/dL. Foram
excluidos individuos com hipoalbuminemia, alteracdo de enzimas hepaticas, creatinina, ureia,
acido urico, triglicérides, colesterol e positividade para o antigeno de superficie da hepatite B.
Esse estudo utilizou o algoritmo de Lahti para julgamento da estratificacdo dos intervalos de
referéncia. O intervalo foi estabelecido a partir dos percentis 2,5 e 97,5. A mediana da idade foi
de 43 anos, com intervalo total de 20 a 79 anos. Os dados foram coletados a partir de registros
médicos em uma instituicdo medica de ensino. Niveis de futosamina foram discreta e

significativamente mais elevados em homens do que em mulheres. No entanto, ndo houve
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necessidade de estratificacdo dos intervalos de referéncia. Ndo encontrou, também, necessidade
para estratificacdo por idade (ZHOU, SHI, LV, 2016).

Selvin, etl al. (2018) definiram intervalos de referéncia a partir da populacdo do estudo ARIC.
Foram selecionados os individuos ndo diabéticos. Posteriormente, a exclusdo de participantes
ocorreu pela anélise de outliers pelo critério de Tukey e, em sequéncia, individuos cuja coleta
foi realizada sem jejum, niveis de albumina < 3 g/dL, aumento de enzimas hepaticas, tabagistas,
disfuncdo tireoidiana clinica ou subclinica, reducdo da funcdo renal, doenca cardiaca,
hipertensdo e dislipidemia. Uma populacéo saudavel de referéncia com 1799 individuos foi
relacionada. Utilizou-se os percentis 2,5 e 97,5 para geracéo do intervalo. A comparacao entre
subgrupos para estratificacdo foi feita por meio de histogramas e graficos forest plots.
Concentragdes de frutosamina foram mais elevadas em homens e em negros, e mais baixas em
categorias mais baixas de IMC. Contudo, ndo houve necessidade de estratificacdo para essas
variaveis segundo a interpretacéo clinica dos autores. O valor de frutosamina correspondente
ao valor da Alc de 6,5% (percentil 96,5) foi de 270,2 umol/L. Valores de frutosamina corrigidas

pela albumina sérica melhoraram a correlagcdo com niveis de Alc.

O intervalo de referéncia encontrado no presente estudo possui limite superior equivalente ao
encontrado no trabalho de Selvin et. al. (2018). No entanto, diverge dos demais autores. O valor
de referéncia atualmente sugerido pelo fabricante do ensaio € de 205 a 285 pmol/L, publicado
em 1989 a partir de uma populagéo europeia (ZHOU, SHI, LV, 2017). Vérios fatores podem
ter contribuido para a divergéncia com alguns intervalos de referéncias propostos por outros
autores. Os critérios de inclusdo foram muito distintos entre os diversos estudos. Diferentes
valores de corte de GJ foram selecionados, bem como a utilizacdo ou ndo, de outros marcadores
para definicdo de hiperglicemia (Alc e 2-h PD). Nesse estudo, utilizamos trés testes para
exclusdo da alteracdo do metabolismo glicémico, e somente na vigéncia da completa
normalidade em todos eles simultaneamente, o participante foi incluido. Em parte, isso pode
explicar os niveis mais baixos de frutosamina encontrados, porque outros autores utilizaram
apenas GJ (LIN et al. 1996) (ZHOU, SHI, LIV, 2017), GJ e 2-h PD (BAKER et al., 1991)
(CHEN et al., 2016) e Alc (CEFALU et. al., 1991), e ainda com valores de corte diferentes.
Outras variaveis clinicas e laboratoriais foram utilizadas como critério de exclusdo, como
doencas hepaticas e renais, hipoalouminemia, doencas cardiovasculares, consumo de alcool,
alteracdes ultrassonograficas de figado, vesicula biliar e pancreas, alteracbes de enzimas
hepaticas, perfil lipidico, antigeno de superficie para Hepatite B (HBsAQ) entre outros (CHEN

et. al., 2016) (ZHOU et. al., 2017) (SELVIN et. al., 2018). Selvin E et al (2018) excluiram
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individuos diabéticos, bem como outras varidveis clinicas e laboratoriais (enzimas hepaticas
elevadas, disfuncédo tireoidiana, tabagismo, hipertensdo arterial entre outras). Contudo, 0s
autores relataram que a maior influéncia foi a excluséo de individuos diabéticos com pouca ou
nenhuma influéncia das outras variaveis que constituiam critérios de exclusao. Para a geracao
do intervalo de referéncia na populagdo ELSA-Brasil, além dos marcadores glicémicos
alterados, foram excluidos individuos com concentracBes anormais de creatinina e

microalbumindria.

Outro fator para a discordancia entre os intervalos de referéncia que ndo pode ser ignorado € a
utilizacdo de kits diferentes. O presente estudo utilizou o kit da BioSystems no analisador
automatico AU 580 (Beckman Coulter). Nenhum outro estudo relacionado utilizou esse mesmo
fabricante ou equipamento. Todos utilizaram o kit da Roche Diagnostica em diferentes
analisadores do mesmo fabricante. Nao foi encontrado trabalho que comparasse diferentes
fabricantes para o0 mesmo método de dosagem de frutosamina cujo principio fosse 0 NBT de

segunda geracdo.

Por fim, mas ndo menos importante, seria 0 método estatistico utilizado para a geracdo do
intervalo de referéncia. Sistematizacdo da construcdo do intervalo de referéncia ndo foi
observada em todos os trabalhos. Contudo, todos apresentaram o intervalo de referéncia por
meio dos percentis 2,5 e 97,5. A excec¢do foi o estudo de Cefalu et. al. (1991) que utilizaram
apenas o percentil 95. A estratificagdo ndo chegou a ser avaliada por alguns autores (CEFALU
et. al., 1991) (LIN et al. 1996). No nosso estudo a Unica estratificacdo necessaria foi para o
sexo, dentro das variaveis investigadas. Trés outros estudos também avaliaram a estratificacao,
mas nao encontraram a necessidade para intervalos de referéncia distintos (BAKER et al., 1991)
(ZHOU, SHI, LIV, 2017) (SELVIN et. al., 2018). A idade foi um fator para estratificagdo em
um dos artigos (CHEN et al., 2016). Diferentes ferramentas para avaliacdo da estratificacao
foram utilizadas, ndo permitindo uniformidade também nesse critério. Utilizamos a

estratificacdo segundo Harris-Boyd de acordo com o documento do CLSI (12).

A concentracdo de frutosamina foi avaliada em 25 individuos néo obesos e em 25 individuos
obesos. Todos os individuos foram avaliados com o TTOG e o resultado considerado normal.
A concentracédo de frutosamina foi significativamente mais baixa nos individuos obesos quando
comparada a dos individuos nao obesos. A frutosamina correlacionou-se de forma inversa com
o IMC (r=-0,72; p<0,01). De forma especulativa 0s autores sugeriram a possivel presenca de
um inibidor da glicagdo da frutosamina nos individuos obesos (SKRHA & SVACINA, 1991).

57



Broussolle et al., (1991) estudaram individuos obesos e ndo obesos, estratificados segundo o
diagnostico de diabetes. Individuos obesos ndo diabéticos apresentaram niveis mais baixos de
frutosamina do que individuos ndo obesos e ndo diabéticos. Mesmo corrigindo-se o resultado
de frutosamina pelo valor da proteina sérica, a diferenca entre os dois grupos foi mantida.
Concentracfes de albumina e pré-albumina estavam normais em todos os participantes do
estudo. O mesmo perfil de resultados da frutosamina foi encontrado em individuos diabéticos.
Estudos in vitro demonstraram que a formacéo de frutosamina foi significativamente mais baixa

no soro de individuos obesos.

Koga et. al. (2007) estudaram individuos obesos e ndo obesos ndo diabéticos. Os autores
analisaram a relacdo do IMC com o marcador relacionado a inflamacéo crénica, a proteina C
reativa de alta sensibilidade (hs-PCR, do inglés high sensitivity C-reactive protein) com 0s
niveis da albumina glicada. Individuos diabéticos ndo foram avaliados devido a outras variaveis
presentes nesses individuos (maior diassociacdo da AG e Alc, coexisténcia de doenca
aterosclerotica alterando niveis de hs-CRP). Observou-se que os niveis de hs-PCR estavam
positivamente associados com IMC (r=0,458), mas negativamente associados a AG (r=-0,300).
Observou-se, ainda, correlagdo fracamente positiva entre hs-PCR e Alc (r=0,153). As
concentragOes de albumina néo estiveram associadas nem com AG, IMC ou hs-PCR. Aventou-
se a hipdtese de que a inflamacéo reduziria a sintese de albumina, bem como aumentaria sua

taxa catabolica.

A influéncia da correcdo do resultado da frutosamina pela albumina ou proteina foi
recentemente avaliado. O estudo utilizou mais de 20114 registros de um laborat6rio
universitario espanhol de pacientes diabéticos e ndo diabéticos. A frutosamina, neste estudo,
foi dosada utilizando-se o ensaio enziméatico GlyPro (Genzyme, Kent, Reino Unido) em um
analisador Cobas Mira (Roche). As formulas para correcdo pela aloumina e proteina foram
respectivamente 42 x Frutosamina/albumina e 70 x Frutosamina/proteina total. A concentracdo
média de albumina e proteina total nesse grupo de individuos foi respectivamente 42 g/L e 70
g/L. Concentracfes ndo corrigidas de frutosamina sofreram influéncia da albumina somente
quando essa encontrava-se em niveis abaixo do normal (Figura 6). Frutosamina exibiu
correlacdo com a albumina (r=0,193), mais acentuada em nédo diabéticos que diabéticos. De
outra forma, a correlagéo da frutosamina com outros marcadores de diabetes (GJ e Alc) foi
maior no grupo de diabéticos. A correlagéo entre o resultado de frutosamina corrigida e o
resultado de Alc foi discretamente melhor do que o valor ndo corrigido. O desempenho

diagnostico da frutosamina foi avaliado pela curva ROC quando o diagndstico foi estabelecido
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pela GJ ou Alc. Para ambas as situacdes a frutosamina corrigida pela albumina foi superior a
frutosamina corrigida pela proteina, que foi superior & frutosamina ndo corrigida. Para o
diagnostico pela GJ a AUC foi, respectivamente, 0,905; 0,895 e 0,878. Ja para Alc, esses
valores foram 0,834; 0,826 e 0,816. Apesar das diferencas estatisticamente significativas, a

importancia clinica foi considerada discreta e possivelmente sem impacto.

Figura 6 — Boxplots dos niveis de frutosamina em grupos de cinco concentracfes de albumina
(1, 13-38 g/L, n=7973; 2, 39-41 g/L, n=8751; 3, 42-43 g/L, n=8196; 4, 44 g/L, n=6384; 5, 45-
55 g/L, n=9634). Linhas pontilhadas refletem a mediana da concentracdo da frutosamina em

todos os pacientes (241 pmol/L).
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Fonte: RODRIGUEZ-SEGADE, S.; RODRIGUES, J.; CAMINA, F. Corrected fructosamine
improves both correlation with HbAlc and diagnostic performance. Clin Biochem, v.50,
p.110-115, 2017.

De Shepper et al. (1988) observaram que a corre¢cdo do resultado de frutosamina pela
concentracdo da proteina total ou albumina em criancas diminuia a discrepancia da
concentracdo de frutosamina entre as criangas mais jovens (abaixo de 15 anos), reduzindo, mas
ndo abolindo, a tendéncia a valores mais elevados de frutosamina em estratos etarios mais

elevados.

Alguns estudos ja tém associado concentracdes de frutosamina a desfechos clinicos. Selvin et

al. (2014) relacionaram concentracdes de frutosamina superiores a 264 umol/L ao aparecimento
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de retinopatia diabética e doenca renal cronica na coorte ARIC. Concentra¢Bes ainda mais
baixas, entre 241 e 264 pmol foram associadas ao diagndstico de diabetes autorreferido ou uso
de medicamentos hipoglicemiantes. As associagdes entre frutosamina com desfechos clinicos
(retinopatia e doenca renal crénica) em pacientes diabéticos foram similares aquelas observadas
para a hemoglobina glicada (PARRINELLO & SELVIN, 2014).

Em estudo transversal com 1600 individuos da coorte ARIC, com e sem diabetes, a frutosamina
foi associada a presenca de complicagdes cronicas microvasculares do diabetes (albumindria e
retinopatia) (SELVIN, et. al., 2011b). Em outro estudo da mesma coorte, com trés anos de
seguimento, a frutosamina apresentou risco relativo de 3,99 (1C95% 1,93-8,28) para o
desenvolvimento de diabetes (JURASCHEK, et. al., 2012a). No entanto, uma coorte brasileira,
com seguimento de até sete anos (mediana de 57 meses) ndo conseguiu associar 0 surgimento
de complicagdes crénicas microvasculares do diabetes com a concentragdo de frutosamina.
Neste estudo foi utilizado um ensaio de frutosamina calibrado com DMF (CARDOSO,
SALLES, et al., 2008).

Vos, et al. (2012), estudaram um grupo de 25 pacientes diabéticos com doenca renal cronica
(estagios 4 e 5 — pré-dialise ou em dialise). Esses pacientes tiveram a glicemia mensurada por
meio de um sistema de monitoramento durante 48h (CGM — Guardian REAL-time Glucose
Monitoring System, Medtronic, CA, EUA). Ao fim desse periodo, amostras de sangue foram
coletadas. Grupo controle de individuos diabéticos sem doenca renal foi também avaliado. A
Alc ndo apresentou correlacdo com a glicemia média dos individuos com doenca renal,
diferentemente do observado no grupo controle. A frutosamina apresentou correlagdo com os
niveis médios de glicose em ambos 0s grupos. Os niveis de albumina no grupo nefropata era de
40,6 = 4,9 g/L. Contudo, Chen, et al. (2010), estudando individuos diabéticos com funcéo renal
normal e outros com estagios 3 e 4 da doenca renal por doze semanas, observou melhor
correlacdo da Alc com o automonitoramento (glicemia capilar) quando comparado a
frutosamina. Ambos o0s marcadores, subestimaram a glicemia média. A correcdo da
concentracdo da frutosamina pela albumina ndo melhorou a correlagdo nos individuos renais

cronicos.

A dosagem da frutosamina reflete os niveis glicémicos mais recentes (duas a trés semanas)
qguando comparada a Alc (dois a trés meses) permitindo a percepc¢éo da flutuagéo dos niveis de
glicose mais precocemente. O atual método para dosagem da frutosamina utilizado nesse estudo

é rapido, tecnicamente de facil execucgdo e de baixo custo, podendo ser implantado em areas
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com poucos recursos. No entanto, ainda apresenta limitag6es, sendo pouco padronizado e tendo
a possibilidade de apresentar resultados menos confiaveis em estados hipoalbuminémicos
(doengas renais, hepaticas, disfuncdes tireoidianas). A sugestdo de que o ensaio carecia de
maior especificidade (SCHLEICHER, et al., 1988) foi feita quando o ensaio ainda ndo havia
sido padronizado a semelhanca de como é utilizado atualmente (SCHLEICHER & VOGT,
1990). Ainda assim, a possibilidade de que moléculas com atividade redutora presentes em altas
concentragdes (bilirrubina e vitaminas) possam interferir no ensaio, permanece (DANESE, et
al., 2015).

As limitacGes do estudo estdo relacionadas a auséncia de analises em pacientes com doenca
renal estabelecida, haja vista a possibilidade de alteracdo dos niveis de frutosamina nesse grupo.
Apenas uma Unica dosagem de cada um dos marcadores classicos para o diagnéstico do diabetes
mellitus estava disponivel, limitando o diagnostico do diabetes a um uUnico momento,
diferentemente do preconizado atualmente, quando duas amostras coletadas em tempos
distintos devem ser analisadas (ADA, 2018). Nao houve representatividade de estratos etarios
mais jovens na nossa populacao, o que de alguma forma implica na menor generalizacdo dos
resultados de correlagdes da frutosamina com outros testes para hiperglicemia, aplicabilidade
do intervalo de referéncia e desempenho diagndstico. Nao se pode descartar a variabilidade
entre ensaios. Diferentes fabricantes, versdes diferentes do mesmo método e analisadores foram
utilizadas para a dosagem da frutosamina. Até que ponto essas diferencas contribuiram para

eventuais discordancias entre os estudos é impossivel dimensionar nesse momento.

Com relacdo ao intervalo de referéncia mais especificamente, a amostra de conveniéncia ndo
permite a generalizacdo dos presentes achados para a populacdo geral. O recrutamento dos
individuos foi realizado a posteriori, a partir do banco de dados j& gerado. Niveis séricos de
albumina da populacdo estudada ndo estavam disponiveis. Sabe-se que baixos niveis de
albumina podem influenciar a concentracdo de frutosamina, entretanto, sua influéncia é
pequena em individuos normais, com mudancgas marginais na interpretacdo do teste. Além do
mais, incluimos somente individuos com resultados normais de creatinina e microalbumindria,
0 que torna a possibilidade de inclusdo de individuos hipoalbuminénicos no estudo pouco

provavel.

Pontos fortes a serem ressaltados nesse trabalho incluem o fato do estudo refletir uma parcela
representativa da populacdo brasileira, principalmente em relacdo a sua variabilidade étnica,

sendo o maior estudo comparando os trés marcadores estabelecidos para diabetes com a
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frutosamina nessa populacdo. Todos os testes laboratoriais foram executados em um Unico
centro (Universidade de S&o Paulo — USP), ap6s rigorosa padronizacdo da coleta do material
bioldgico e transporte das amostras. A dosagem da frutosamina foi executada em amostras
adequadamente acondicionadas. A avaliacdo da associacdo da frutosamina com 2-h PG foi

poucas vezes avaliada em trabalhos anteriores.

Acredita-se que este seja o primeiro estudo realizado na populacdo brasileira visando
estabelecer intervalo de referéncia para a dosagem de frutosamina. A mensuracdo desse
intervalo de referéncia na linha de base do ELSA-Brasil aqui relatada pode contribuir para
futuros esforcos visando definir valores de corte para rastreio e diagndstico do DM,

especialmente em situacdes onde existam limitacdes ao uso da Alce TOTG.
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6 - Conclusao

Em concluséo, a frutosamina apresentou associacdo com GJ, 2-h PD e Alc em um grupo de
individuos incluindo aqueles com diagndstico de diabetes. Sua utilizacdo pode, eventualmente,
ampliar o nimero de testes para o diagnostico de diabetes, especialmente em situa¢Ges de pouca
acessibilidade a dosagem da Alc ou em situagdes com alguma limitagdo clinica para a
interpretacdo da Alc. Estudos adicionais capazes de sugerir valores de corte apropriados para

essa finalidade (rastreio e acompanhamento) devem ser considerados.
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ABSTRACT

Background: Fructosamine is traditionally used as monitoring test for diabetes mellitus. More
recently, some studies have suggested it as a potential test for the diagnosis of diabetes. The
aim of this study was to evaluate the use of fructosamine as a diabetes diagnostic test in a group

of Brazilian subjects.

Methods: This is a cross-sectional study using baseline data of 2,228 participants from the
Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil). Criteria based on fasting plasma
glucose (FPG), 2-h post-load plasma glucose (2-h PG), and glycated hemoglobin (HbAlc) was
adopted. The correlation of fructosamine levels with FPG, 2-h PG, and HbAlc values was
determined. The diagnostic performance of fructosamine and standard glycemic markers was

evaluated by the area under the curve (AUC).

Results: The linear correlation of fructosamine was 0.26 (95% CI: 0.22-0.30) with FPG, 0.10
(95% CI: 0.06-0.14) with 2-hPG, and 0.22 (95% CI: 0.18-0.26) with HbAlc. According to ROC
curve, fructosamine identified patients with diabetes regardless of the criterions adopted [AUC

from 0.66 (95% CI: 0.64-0.68) to 0.74 (95% Cl: 0.72-0.76); both p<0,001).

Conclusions: Fructosamine correlates with standard glycemic tests and may be used to aid in
diabetes diagnosis. Additional studies are necessary to confirm the potential role of

fructosamine in this field.

Keywords: fructosamine, diabetes mellitus, diagnosis
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1. Introduction

According to the International Diabetes Federation (IDF), an estimated 642 million people will
have diabetes mellitus worldwide by 2040, an increase of over 50% compared with the current
figure [1,2]. Type 2 diabetes is the most prevalent category. Most of the time, it is a silent

disease, the diagnosis being made possible only by the use of laboratory tests.

Current tests for diabetes diagnosis include fasting plasma glucose (FPG), 2-h post-load plasma
glucose (2-h PG), and glycated hemoglobin (HbALc), the latter being also currently the most
accepted test for long-term monitoring of diabetes [3,4]. Although widely used in clinical
practice, these tests have some notable limitations. FPG requires fasting, has low pre-analytical
stability, and displays higher variability and more day-to-day variations from stress and
physical activity than Alc. In oral glucose tolerance test (OGTT), preparation is required prior
to the test and the patient must remain at the testing location for two hours; in addition, it has
poorer reproducibility than FPG and HbAlc. Finally, HbAlc must be interpreted with caution
in the presence of clinical conditions that affect red blood cells lifespan, different populations
have different glycation rates, and results can be unreliable in people with inherited hemoglobin
variants and in patients with chronic kidney disease and iron deficiency [5-8]. In this context,
alternative tests may be useful when standard measures are not available or in situations of

restriction to their use.

Fructosamine results from non-enzymatic glycation of proteins, and approximately 60—90% of
fructosamine levels reflect albumin glycation. Fructosamine measurement with the nitroblue
tetrazolium (NBT) colorimetric assay has been automated and is fast and inexpensive, requires
no fasting, has good pre-analytical stability, and low biological coefficient of variation [11,12].
Because it represents the glycation of serum proteins, mostly albumin, fructosamine reflect

glycemic control over the prior two to three weeks [13], although analysis of fructosamine
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Kinetics against preceding plasma glucose levels indicates that fructosamine reflects mean
glycemia over up to 40 days [14]. These characteristics allow its use in situations for which the
other tests are inappropriate, although fructosamine cannot be used in clinical studies in which

there are changes in blood protein concentration [9—11].

The use of multiple markers for diabetes stems from the fact that each test has different
diagnostic ability, as FPG, OGTT, and HbA1c have been shown to display different sensitivities
and specificities [15]. Thus, fructosamine testing may add complementary information to
standard serum markers and help improve the performance of laboratory tests in the diagnosis
of diabetes [16]. Its dosage can be performed on serum samples and does not require dedicated
equipment such as HbA1lc, which lowers its cost and makes its evaluation important mainly in
developing countries. Before its wide adoption, however, the correlation between results of
fructosamine tests and those of the current standard diabetes diagnostic tests must be established

for different populations, including Brazil.

Thus, this study aimed to evaluate the clinical usefulness of fructosamine for diabetes diagnosis
in Brazilian population. We also evaluated the effect of epidemiological factors on fructosamine

levels [17,18].

2. Materials and Methods

2.1 Study design and population

This cross-sectional study evaluated a subsample from one of the participating centers in the
Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil), a multicenter cohort study
designed to assess the incidence and progression of diabetes and cardiovascular disease and
their risk factors in Brazilian adults. The full sample of ELSA-Brasil comprises 15,105 active
and retired civil servants aged 35-74 years, from six higher education institutions and research

centers in six large cities from different regions of Brazil (Belo Horizonte, Porto Alegre, Rio
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de Janeiro, Salvador, Sdo Paulo, and Vitoria). Detailed information about the ELSA-Brasil
design and cohort profile can be found elsewhere [19,20]. Fructosamine testing was conducted
in 2,288 of 3,115 participants from one ELSA Brazil investigation center (Belo Horizonte, state
of Minas Gerais). All ELSA-Brasil participants were initially eligible for the study. The
exclusion criteria were current or recent (within the past four months) pregnancy, severe
cognitive or linguistic impairment, intention to leave the job in the near future, and, if retired,
residing outside the corresponding metropolitan region. All participants answered a
questionnaire about their health condition, comorbidities, medication use, and lifestyle
behaviors including physical activity and alcohol use. Baseline data were collected between

2008 and 2010.

ELSA-Brasil was approved by the research ethics committee at the six participating institutions

and all participants provided written consent to participate in the study.
2.2 Biochemical analyses

Blood samples were collected after a 12 hour fasting. All participants were submitted to OGTT,
excepting those previously diagnosed with diabetes. Serum samples were aliquoted and stored
at —80 °C. FPG and 2-h PG were measured by the hexokinase method on an ADVIA®
Chemistry automated analyzer (Siemens Deerfield, IL, USA). HbAlc was measured using a
high-performance liquid chromatography assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
certified by the National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP). Fructosamine
was measured by the nitroblue tetrazolium (NBT) colorimetric assay (BioSystems S.A. Costa
Brava, Barcelona, Spain), using an AU 5800 automated analyzer (Beckman Coulter, USA) with

an interassay coefficient of variation < 5.3% [21].
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2.3 Case definitions

Diabetes was defined as HbAlc > 6.5% (48 mmol/mol), or FPG > 126 mg/dL (7.0 mmol/L), or
2-h PG > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) according to American Diabetes Association (ADA)
criteria [3], or by self-report of previous diagnosis of diabetes, or by the use of diabetes
medication in the last two weeks. A subgroup termed ‘recent diabetes’ included participants
who fit the ADA criteria, but excluded participants diagnosed with diabetes by self-report or
use of diabetes medication. Systemic arterial hypertension (SAH) was defined as the use of
antihypertensive medication in the last two weeks, or an average systolic blood pressure (BP)
> 140 mmHg or diastolic blood pressure > 90 mmHg (from three BP measures). Body mass
index (BMI) was calculated as the ratio of body weight (kg) to squared height (m2). Study
participants were asked to identify their racial background and/or skin color as black, brown,

Asian, native Brazilian, or white.

2.4 Statistical analysis

Data are reported as median with interquartile range and frequencies. Pairwise group
comparisons were performed using the Mann-Whitney U test or the Chi-square test.
Spearman’s correlation coefficient was calculated to determine the relationship between the
variables. Receiving operator characteristic (ROC) analyses were conducted, and the area under
the curve (AUC) with 95% confidence intervals was estimated to investigate the clinical
usefulness of fructosamine considering diabetes diagnosed by the other tests in the ‘recent
diabetes’ subgroup. The distribution of percentiles for fructosamine, HbAlc, FPG, and 2-h PG
were established in the whole group. All analyses were performed using MedCalc for Windows
version 16.4.3 (MedCalc Software, Ostend, Belgium). A two-tailed P of less than 0.05 was

considered statistically significant.
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3. Results

Table 1 presents the characteristics of the participants. Of 2,288 participants, 379 (16.6%) had
diabetes. Participants with diabetes were mostly (60.7%) older men and had higher BMI and
higher prevalence of hypertension than participants without diabetes (p<0.001, all). Mean levels
of all glycemic markers (FPG, 2-h PG, HbA1c, and fructosamine) were higher in the group with
diabetes, and 161 individuals reported previous diabetes diagnosis or the use of diabetes
medication, whereas 218 participants were diagnosed in the study (recent diabetes group). Self-
reported diabetes participants were older, had higher systemic arterial hypertension (SAH)
prevalence, and had higher levels of glycemic markers (FPG, HbAlc, and fructosamine) than

participants in the recent diabetes group (p<0.001, all).

Fructosamine had similar correlations with FPG (r=0.26) and HbAlc (r=0.22), but a lower
correlation with 2-h PG (r=0.10) for the entire sample (all p<0.001). In recent diabetes group,
the correlation coefficients of fructosamine with FPG, HbAlc and 2-h PG were 0.47 (p<0.001),

0.19 (p=0.006) and 0.28 (p<0.001) respectively.

In the whole group, an FPG value of 126 mg/dL (7.0 mmol/L) corresponded to the 88"
percentile, an HbAlc value of 6.5% (48 mmol/mol) corresponded to the 92" percentile, and a
2-h PG value of 200 mg/dL (11.1 mmol/L) corresponded to the 93™ percentile. The
fructosamine concentrations for the corresponding percentiles were 251, 257, and 259 pmol/L,

respectively.
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Table 1. Participant characteristics for the entire sample and stratified by diabetes diagnosis.?

Pooled data Without Diabetes ~ With Diabetes
(N=2288) (N=1909) (N=379)°
Age (years) 52 (46-59) 51 (45-57) 57 (51-63)
Men (%) 48.3 45.9 60.7
Self-reported race/ethnicity (%)
(n=2259)
_ 49.4 51.2 40.7
White
35.6 35.3 36.7
Brown
12.2 10.8 19.1
Black
_ _ 2.8 2.7 35
Asian/Indigenous
BMI (kg/m?) 26.0 (23.5-29.1)  25.6(23.3-28.4) 28.3(25.2-31.1)

Hypertension (%)

Fasting glucose

(mg/dL)

(mmol/L)

HbA1c (glycated hemoglobin)
(%)

(mmol/mol)

Fructosamine (umol/L)

2-h postload glucose (n=2081)
(mg/dL)

(mmol/L)

355

105 (98-113)
5.8 (5.4-6.3)

5.2 (4.9-5.7)
33 (30-39)
223 (210-237)

124 (105-148)
6.9 (5.8-8.2)

30.2

103 (97-109)
5.7 (5.4-6.1)

5.1 (4.9-5.5)
32 (30-37)
220 (209-233)

120 (103-140)
6.7 (5.7-7.8)

62.0

132 (120-157)
7.3 (6.7-8.7)

6.1 (5.5-7.0)
43 (37-53)
237 (221-258)

209 (174-244)
11.6 (9.7-13.5)

Estimates reported as median (interquartile range) or %.

bDiabetes defined as any of the following: HbAlc > 6.5%, fasting glucose > 126 mg/dL, 2-h
postload glucose > 200 mg/dL, or self-report of previous diagnosis or use of diabetes

medication.

To convert glucose concentrations from mg/dL to mmol/L, multiply by 0.05551; HbA1lc values
from % to mmol/mol, multiply by 10.93 and subtract 23.5.
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The performance of fructosamine measurement as a diagnostic test for diabetes mellitus was
based on four diagnostic criteria for diabetes (FPG > 126 mg/dL [7.0 mmol/L], 2-h PG > 200
mg/dL [11.1 mmol/L], HbAlc > 6.5% [48 mmol/mol], or any of these criteria], considering
only recent diabetes cases (those diagnosed in the study). Table 2 shows the AUCs for
fructosamine.

Table 2. Performance of fructosamine for groups 1 to 4 in detecting diabetes defined by

different diagnostic criteria (with 95% confidence interval). Participants with self-report of

previous diabetes diagnosis were excluded from the analysis.

Group 12 Group 2° Group 3¢ Group 44
(n=2124) (n=2124) (n=2079) (n=2124)
Area Under the 0.66 0.74 0.68 0.7
Curve (0.64-0.68) (0.72-0.76) (0.66-0.7) (0.68-0.72)
o 62.2 74.8 67.2 458
Sensitivity'
(55.4-68.7) (66.3-82.1) (58.5-75.0) (32.7-59.2)
o 63.5 60.4 62.5 87.1
Specificity'
(61.2-65.6) (58.2-62.5) (60.3-64.7) (85.5-88.5)

®Any of the following: FPG > 126 mg/dL (5.6 mmol/L); 2-h PG > 200 mg/dL (11.1 mmol/L);
HbAlc > 6.5% (48 mmol/mol).

FPG (fasting plasma glucose) > 126 mg/dL (5.6 mmol/L).

¢2h-PG (2-h postload glucose) > 200 mg/dL (11.1 mmol/L).

9HbA ¢ (glycated hemoglobin) > 6.5% (48 mmol/mol).

n = 2079.

fCut-offs (umol/L) were 226 (groups 1 and 3), 244 (group 4) and 225 (group 2)

All participants were assigned to either White or non-White ethnicity because no significant
differences in fructosamine levels were detected across non-White participants (data not
shown). Fructosamine levels were significantly higher in the non-White group (p<0.001), even
when stratified by the presence (p=0.002) or absence (p =0.027) of diabetes diagnosis, or when
compared to participants with normal test results for the other three glycemic markers (FPG <
100 mg/dL [5.6 mmol/L], 2-h PG < 140 mg/dL [7.8 mmol/L], and HbAlc < 5.7% [39

mmol/mol]) (p=0.003). A similar pattern was detected for glycated hemoglobin.
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Fructosamine levels were significantly higher in men with (p=0.001) or without (p<0.001)
diabetes than in women or in participants with all normal results for glycemic markers
(p<0.001), but were significantly lower in participants with BMI > 30 kg/m? than in participants
with BMI < 30 kg/m? (p=0.008). Fructosamine levels correlated negatively with BMI (r=—0.08,
p<0.001) and positively with age both for persons with and without diabetes (pooled data,
p<0.001), but there was no correlation when data for participants with normal glucose

metabolism were analyzed separately (p=0.117).

4. Discussion

In this cross-sectional study, we investigated the relationship of fructosamine measurements
and standard tests for DM diagnosis in a subsample of the ELSA-Brasil cohort. Fructosamine
correlated significantly with FPG, HbAlc, and 2-h PG, but its correlation was stronger with
FPG and HbAlc than with 2-h PG. Other findings were reported in similar studies
[17,18,22,23]. Shima et al. measured glycemic markers in 302 adults, and reported a much
stronger correlation of fructosamine and FPG in subjects with diabetes (FPG > 140 mg/dL [7.8
mmol/L]) than in subjects with FPG < 140 mg/dL (7.8 mmol/L) (0.79 vs. 0.26). In that same
study, the correlation of fructosamine and 2-h PG was 0.71 in subjects with 2-h PG > 200 mg/dL
(11.1 mmol/L) [22]. The ARIC Carotid Magnetic Resonance Imaging (CARMRI) study [17]
examined a subset of 1,719 participants from the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)
cohort using similar diagnostic criteria as the current study, and detected significant correlations
of fructosamine with FPG (r=0.33) and HbA1c (r=0.40). Nonlinear correlation models revealed
higher coefficients of determination in that study, underscoring the nonlinear relationship
between markers [17]. In a cross-sectional and longitudinal study of adults that attended the
ARIC (n=12,306), Selvin et al. found higher correlation coefficients between fructosamine and
FPG (r=0.81) and fructosamine and HbAlc (r=0.82) in the entire sample, including participants

with and without diabetes [23]. Malmstrém et al. evaluated 10,987 participants aged 2—70 years
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from the AMORIS cohort and found linear correlation coefficients of 0.75 and 0.78 for the
association of fructosamine with FPG and HbA1c, respectively, in the entire cohort [18]. In a
Spanish study that analyzed samples from 20,114 patients, the correlations of fructosamine with

FPG and HbAlc were 0.60 and 0.78, respectively [24].

Despite being significant, the correlations detected for the entire cohort in the current study
were lower than those reported in some but not all studies. Factors that alter correlation
coefficients such as sample size and proportion of persons with diabetes may be responsible for
this [17,18,22-24]. The difference in results across studies may also be secondary to the choice
of either Spearman’s or Pearson’s correlation coefficients, which usually depends on the

distribution of data. Spearman’s correlation should preferably be used with non-normally

distributed data [25].

Differences in glycation levels across populations may also explain the differences in the
strength of the correlation between fructosamine and other glycemic markers. In our study,
fructosamine levels were significantly higher in self-reported non-White participants, and this
difference remained significant when data were analyzed separately for participants without
diabetes and participants with normal test results for all glycemic markers. Similarly,
fructosamine and HbAlc levels are higher in US Blacks than Whites [17,26]. Thus,

race/ethnicity may confound the correlation of fructosamine with other glycemic markers.

Two other findings of the current study have also been reported in previous studies. Juraschek
et al. also reported higher fructosamine concentration in men [17], and a study that evaluated
222 US-based African immigrants also found a negative correlation between BMI and
fructosamine levels [27]. In the latter study, the authors proposed the hypothesis that chronic

inflammation associated with obesity leads to rapid turnover of albumin [27].
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The AUCs of fructosamine were significant for diagnosing diabetes when diagnosis was
defined by FPG, 2-h PG, HbAlc, or any marker alone. Depending on the criteria adopted, the
AUC of fructosamine in our study ranged from 0.66 to 0.74. Malmstrém et al. (2014) showed
that discrimination of subjects with and without diabetes across the range of fructosamine levels
was excellent (AUC=0.91) in a Swedish cohort. Based solely on fasting glucose levels, the
AUCs for fructosamine (AUC=0.91) and HbAlc (AUC=0.90) were similar, and the AUC for
fructosamine was 0.96 when both FPG and HbALlc criteria for diabetes were met [18]. In the
American population, the AUCs were lower and more similar to the values observed in the
Brazilian population: when diabetes was defined solely by HbAlc and FPG, the AUCs were
0.69 and 0.77, respectively [17]. In the current study, the AUCs for diagnosing diabetes by FPG
and HbAlc criteria were 0.74 and 0.70, respectively. In addition, the ability of HbAlc and
fructosamine to detect diabetes defined by 2-h PG was similar in a US-based African cohort
[27]. Rodriguez-Segade et al. found similar AUCs for fructosamine when diabetes was defined

by HbAlc (AUC=0.88) or FPG (AUC=0.82) [24].

In our study, a fructosamine value between 251 and 259 corresponded to the cutoff values
obtained from the percentiles of the standard diagnostic tests. Selvin et al. reported that
fructosamine values > 264 pmol/L were associated with increased risk of developing diabetic
retinopathy and chronic kidney disease, and 241-264 umol/L values were associated with self-

reported diabetes diagnosis or use of diabetes medications [23].

Other alternative markers of hyperglycemia have been evaluated in conjunction with
fructosamine in the diagnosis of diabetes and assessment of glycemic control [28,29]. 1,5-
anhydroglucitol (1,5-AG) is a six-carbon monosaccharide derived mainly from food that
reflects average glucose levels over the prior 2—14 days. Glycated albumin (GA) comprises
nearly all of fructosamines and assay methods for measuring GA have also been described. GA

and fructosamine reflect mean glucose over the prior two to three weeks. Overall, the
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performance of fructosamine in the diagnosis of diabetes and its association with microvascular

complications has been described as intermediate to those of 1,5-AG and GA [29].

Important strengths of this study include the community-based multiethnic sample of people
with and without diabetes and, to our knowledge, this is the largest study comparing
fructosamine with standard serum markers for diabetes in Brazil. In addition, few studies have

investigated the association of fructosamine with 2-h PG.

The limitations of our study include a lack of analysis in patients with kidney disease, which is
a condition that may affect fructosamine levels and change the correlations with other glycemic
tests [29,30]. Access to only a single measurement of each glycemic marker limited the
diagnosis of diabetes to baseline, unlike current guidelines that recommend that the diagnosis
of diabetes should be made on the basis of at least two test results conducted at different times

[3,4].

The assay for measuring fructosamine is fast, technically simple, inexpensive, and amenable to
automation. Fructosamine shows little within-subject biological variation and can be used for
short-term glycemic control in diabetes management or in combination with glycated
hemoglobin [10]. In addition, the fructosamine assay has been standardized and improved to
reduce susceptibility to interferences [31]. Nevertheless, molecules with reducing activity may
interfere with fructosamine measurements and pathologic conditions linked to hypoproteinemia
and abnormal levels of immunoglobulins are more likely to affect fructosamine concentrations.
These limitations of fructosamine measurement have been considered critical in patients with
borderline results for glucose levels, which may help to explain the poor correlation of
fructosamine in this group of individuals [28,32]. Besides that, interassay variability cannot be
ruled out. In fact, assays from different manufacturers have been used for fructosamine testing

[17,18,22]. In addition, albumin-corrected fructosamine levels offer little improvement to the
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correlation with HbAlc and, possibly, to its diagnostic performance [24]. Nevertheless, we are
unable to determine if such differences contributed to the conflicting results observed between

studies.

5. Conclusion

In conclusion, fructosamine correlated with FPG, 2-h PG, and HbAlc measurements, including
in persons with a previous diagnosis of diabetes. The fructosamine assay may be useful for the
diagnosis of diabetes, especially when HbAlc measurement is not available or interpretation
may be limited due to clinical conditions. Additional studies are necessary to establish the

potential of fructosamine as a diabetes diagnostic test in relation to the other tests available.
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ABSTRACT

Obijectives

The fructosamine test is used in the monitoring of diabetes mellitus, particularly in cases with
restrictions on the use of glycated hemoglobin (mainly in the setting of altered red blood cell
lifespan and interference by hemoglobin variants). It could also provide additional information
on shorter-term glycemic control. The objective of the study is to establish the reference range

of the fructosamine in the Brazilian population.

Design and Methods

The reference interval was defined as suggested by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). The study participants were from a Brazilian cohort (The Longitudinal Study
of Adult Health — ELSA-Brasil) with baseline data collected between 2008 and 2010. A total
of 466 subjects were selected after exclusion of diabetic individuals, and those with altered

glycemic markers and renal function tests.

Results

The reference interval was 186 to 248 umol/L for women and 196 to 269 pmol/L for men.
Fructosamine levels were higher in men than in women (p = 0.006) and in the non-white
population (p = 0.034) and had a negative correlation with the body mass index (r = -0.117; p
=0.011).

Conclusions

The reference intervals for fructosamine were affected by sex. Reference intervals stratified

by sex would be more adequate in the interpretation of the fructosamine test.

Keywords: fructosamine; reference interval; diabetes mellitus
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Nonstandard Abbreviations

IDF, International Diabetes Federation; 1,5 AG , 1,5-anhydroglucitol; Alc, Glycate
Hemoglobin; FPG, Fasting Plasma Glucose; 2-h PG, 2 hours post glucose load; OGTT, Oral
Glucose Tolerance Test; NBT, Nitroblue Tetrazolium Method; CLSI, Clinical and Laboratory

Standard Institute; BMI, Body Mass Index
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Establishing a blood fructosamine reference range for the Brazilian population based on data

from ELSA — Brasil

1 - Introduction

The International Diabetes Federation (IDF) estimates that more than 600 million people will
be diabetic by 2040, making diabetes a leading cause of mortality and morbidity. In Brazil, the
number of individuals with diabetes increased by 62% over the past ten years, and the disease

now affects approximately 9% of the population [1,2].

Traditional markers used in diabetes diagnosis and monitoring include fasting plasma glucose
(FPG), two-hour plasma glucose (2-hPG) measured during the oral glucose tolerance test
(OGTT), and glycated hemoglobin (Alc) levels [3]. More recently, healthcare professionals
have increasingly used other markers of hyperglycemia, such as 1,5-anhydroglucitol (1,5-AG),

glycated albumin and fructosamine levels [4].

The 1,5-AG and glycated albumin tests are rarely used in Brazil, in contrast to fructosamine
test. Fructosamine levels provide information about an individual’s glycemic levels over a
period of two to three weeks [5]. Our work aimed at defining the first reference range for the

Brazilian population.

2 - Materials and Methods

2.1 - Population

The Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil) aims to identify risk factors, and to
assess the incidence and progression of cardiovascular diseases and diabetes mellitus in
multicenter cohort of Brazilians. The baseline data were collected from 2008 to 2010 from a
cohort and included 15,105 active and retired public servants aged 35 to 74 years of age, who

worked in research institutions or universities in six Brazilian capitals. The following
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conditions were considered exclusion criteria: current pregnancy, pregnancy in the previous
four months, severe cognitive or communication deficits, intention to leave the job in the near

future, or, if retired, intention to move from the current metropolitan area.

The present study was conducted in participants of ELSA-Brasil residing in Belo Horizonte,
state of Minas Gerais. The total number of samples collected in the city was 3,115, from which
2,288 were available for fructosamine testing. We excluded from the study individuals with a
previous history of diabetes (n=161), with FPG > 5.6 mmol/L (100 mg/L) and/or 2-hPG > 7.8
mmol/L (140 mg/dL) and/or Alc > (38.8 mmol/mol) (5.7%) (n= 1804). In addition, we
excluded individuals with microalbuminuria > 20 pg/min (n=2) and creatinine > 114.9 umol/L
(1.3 mg/dL) (n=57). Overlap of exclusion criteria occurred for some individuals. The body mass
index (BMI) was calculated as the weight in kg divided by height in meters raised to the power
of two. Study participants were asked to identify their racial background and/or skin color as
black, brown, Asian, native Brazilian, or white. All participants signed an informed consent
form and the research protocol was approved by the Ethics Committee of each institution, as

well as by the National Commission on Research Ethics [6,7].

Samples were collected after a 12-h fasting period. The OGTT was conducted in all participants
included in the present study. Samples were stored at -80° C. Serum fructosamine levels were
determined by the colorimetric method (NBT — BioSystems S.A. Costa Brava, Barcelona,
Spain) in an automatic analyzer (AU 5800, Beckman Coulter, USA) with a variation coefficient

<5.3%.

2.2 - Statistics

The reference range was defined as per the Clinical and Laboratory Standards Institute C28-
A3c standard (CLSI), with 2.5 and 97.5 percentiles as the lower and upper limits, respectively

The sample was evaluated according to the presence of Dixon (with criteria of Reed) and Tukey
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outliers. The generation of the reference interval was performed by non-parametric technique.
The percentiles were calculated as the observations corresponding to rank r=p*(n+1). For the
90% confidence intervals of the reference limits we followed the CLSI guidelines and
conservative confidence intervals were calculate using integer ranks. The evaluation for the
data partition was performed by the Harris & Boyd method. [8,9]. Continuous variables with a
normal distribution (Shapiro-Wilk Test) were expressed as mean and standard deviation;
otherwise, variables were expressed as median and interquartile range. The T-test, Mann-
Whitney and chi-squared tests were used for comparisons between two groups. Kruskal-Wallis
was used in comparisons among three or more groups. Multiple linear regression analysis was
used to assess the influence of different variables on blood fructosamine levels. Spearman’s
correlation was adopted for quantitative variables. Tests were run on MedCalc for Windows,

version 18 (MedCalc, Ostend, Belgium).

3 - Results

The number of study participants was 466, and Table 1 shows the characteristics of this group.
Women had higher mean age than men, but no differences existed in the distribution between
genders of self-indicated race/skin color and BMI. No differences in fructosamine levels were
found among self-indicated race/skin color groups (p=0.185). However, when the sample was
divided into whites and non-whites, fructosamine levels were higher among non-whites
(p=0.034). Men had higher blood fructosamine than women (p<0.001). Overall, fructosamine
levels were negatively correlated with BMI (r=-0.117; p=0.011). Although age showed no
correlation to fructosamine concentration, it was included in the multiple regression model,
which was significant (p<0.001, adjusted correlation coefficient 0.108). Significant variables
included gender, self-indicated race/skin color and BMI; whereas age showed no significance
in the model. Gender, BMI (< 25 kg/m2 versus > 25 kg/m2) and self-indicated race/skin color

(whites versus non-whites) were separately evaluated according to Harris-Boyd criteria (CLSI)
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for the stratification of reference ranges. Only gender warranted stratification of the range. No
outlier was observed in the sample before and after stratification by sex. After stratification by
sex, BMI and self-indicated race/skin color were evaluated within each gender group. However,
differences were not significant and did not warrant another level of stratification. Table 2
displays the reference ranges we defined, as well as other ranges established in previous studies

using the colorimetric method (second generation NBT) [10-16].

4 - Discussion

The reference ranges proposed here include lower fructosamine concentrations when compared
to those established in other previous studies. These reference ranges generated in different
populations are available in table 2, as well as information about the sample selection criteria,
kit manufactures and statistical evaluation (when available). Several factors may account for
the differences. Each study adopted very distinct inclusion and exclusion criteria, such as the
use of FPG alone as a marker [12,14]; the use of FPG and 2-hPG as the only markers [10,13];
and the use of Alc alone as a marker [11]. Moreover, each study used different levels of these
markers to determine the exclusion of participants. We used three tests of glycemic metabolism,
and only individuals with normal levels in all three were included in the study, which could
explain the lower fructosamine levels found in our study participants. Both Chen and colleagues
[13] and Zhou and colleagues [14] applied other clinical and laboratorial variables as exclusion
criteria. Selvin and colleagues [15] had results similar to ours. These authors excluded diabetic
individuals from their study, as well as those with elevated hepatic enzymes, thyroid
dysfunction, hypertension, and smokers. The authors reported, however, that the exclusion of

diabetics had the greatest impact on reported ranges.

Differences among studies may also emerge from the use of different kits. In the present work,

we used the BioSystems kit and an automatic analyzer AU580 (Beckman Coulter). None of the
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other reports listed on table 2 used this combination: all of them used the Roche Diagnostics kit

in different Roche analyzers.

Finally, regarding the statistical evaluation, not all studies had a systematic approach to the
establishment of ranges. However, all authors adopted the 2.5 and 97.5 percentiles as limits,
except for Cefalu and colleagues [11], who set the limit at 95 percentile only. Two of the studies
did not evaluate the need for range stratification [11,12]. Among the variables assessed here,
only gender warranted a stratification of the range. Four other studies [10, 13-15] evaluated but
did not find the need for stratification. Chen and colleagues [13] found that different age groups
required distinct ranges, in contrast to our findings. Much like observed in other work [10,15],
we only evaluated individuals with >35 years-old, which limited our ability to identify ranges
for other age groups. Zhou and colleagues worked with younger individuals. However, the
median age in their study was similar to ours and they used a different tool (Lahti’s algorithm)
to evaluate the need for data stratification [14]. Selvin and colleagues used histograms and
forest plots. We, in turn, stratified the range according to Harris-Boyd and the CLSI document

8,9].

Here, we assessed the need for specific ranges for different BMI groups. Chen and colleagues
[13] only evaluated individuals with normal BMI. Much as observed by Selvin and colleagues
[15], we found lower fructosamine concentrations in study participants with high BMI. Previous
work found elevated levels of fructosamine among black individuals [15]. Evaluation of
fructosamine concentration according to race (or skin color) is not usually reported. The reasons
could be the lack of miscegenation in some populations, the unavailability of the information
about the race. In Brazil, due to the great miscegenation, we find it is very difficult to evaluate
individuals according to race. In the present study, individuals whose self-indicated race/skin

color as non-white had higher fructosamine levels than white individuals.
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The present work has limitations that include the sample size, which does not allow us to
extrapolate results to the general population. Originally, our population was not selected for the
construction of a reference interval. As a convenience sample, its applicability may be reduced
for the general population. Moreover, albumin serum levels were not available, and low
albumin levels are known to affect fructosamine concentration. In healthy individuals this effect
on fructosamine is minor and has little impact on test results [15,16]. In addition, we only
included in the study individuals with normal creatinine and microalbuminuria, which certainly
restricted the inclusion of individuals with hypoalbuminemia. The tests currently used for the
diagnosis and follow-up of DM had their association classically established with clinical
outcomes. In addition, they have international standardization and international harmonization.
More recently, high concentrations of fructosamine have been related to microvascular
complications of DM [17]. However, more information is still needed to establish a better
correlation between the levels of fructosamine and the clinical outcomes of DM. In addition,

the test of fructosamine lacks standardization to more widespread use.

This study represents the first effort to establish a reference range for fructosamine levels in the
Brazilian population. Our report, which used the ELSA-Brasil baseline as a source of data,
might contribute to future work on the diagnosis and monitoring of DM, especially in situations

when Alc and OGTT cannot be used.
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01 06 0115.00SP, 01 06 0071.00 RJ.

100



5 - References

1 — International Diabetes Federation: IDF Diabetes Atlas, 7™ ed. Available at

http://www.|DF.org/diabetesatlas. Accessed: 25 Jan 2018.

2 — VIGITEL Brasil 2016. Ministério da Salde, Distrito Federal 2017. Available at

http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/junho/07/vigitel 2016 junl7.pdf.

Accessed: 25 Jan 2018.

3 — Classification and diagnosis of diabetes: standards of medical care in diabetes — 2018.

Diabetes Care 41-Suppl (2018) S13-S27.

4 — Parrinello CM, Selvin E. Beyond HbA1c and glucose: the role of nontraditional glycemic

markers in diabetes diagnosis, prognosis and management. Curr Diab Rep 14 (2014) 548.

5 — Ambruster DA. Frucrtosamine: structure, analysis, and clinical usefulness. Clin Chem 33

(1987) 2153-2163.

6 - Aquino EM, Barreto SM, Bensenor IM, Carvalho MS, Chor D, Duncan BB et al. Brazilian
longitudinal study of adult health (ELSA-Brasil): objectives and design. Am J Epidemiol 175

(2012) 315-324.

7 - Schmidt MI, Duncan BB, Mill JG, Lotufo PA, Chor D, Barreto SM et al. Cohort profile:

longitudinal study of adult health (ELSA-Brasil). Int J Epidemiol 44 (2015) 68-75.

8 — CLSI. Defining, establishing, and verifying reference intervals in the clinical laboratory:
approved guideline — Third edition. CLSI document C28-A3c. Wayne, PA: Clinical and

Laboratory Standards Institute, 2008.

9 — Harris EK, Boyd JC. On dividing reference data into subgroups to produce separate

reference ranges. Clin Chem 36 (1990) 265-270.

101


http://www.idf.org/diabetesatlas
http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/junho/07/vigitel_2016_jun17.pdf

10 — Baker J, Metcalf P, Scaragg R, Johnson R. Fructosamine test-plus, a modified fructosamine

assay evaluated. Clin Chem 34 (1991) 522-556.

11 — Cefalu WT, Bell-Farrow AD, Pety M, Izlar C, Smith JA. Clinical validation of a second-

generation fructosamine assay. Clin Chem 37 (1991) 1252-1256.

12 — Lin M, Hoke C, Ettinger B, Coyne R. Technical performance evaluation of BM/Hitachi

747-200 serum fructosamine assay. Clin Chem 42 (1996) 244-248.

13 — Chen X, Wu J, Li R, Wang Q, Tang Y, Shan X. The establishment of adult reference

intervals on fructosamine in Beijing. J Clin Lab Anal 30 (2016) 1051-1055.

14 — Zhou Q, Shi D, Lv L. The establishment of biological reference interval f nontraditional
glycemic markers in a Chinese population. J Clin Lab Anal 31 (2017). doi: 10.1002/jcla.22097.

[Epub 2016 Nov 17].

15 — Selvin E, Warren B, He X, Sacks DB, Saenger AK. Establishment of community-based
reference intervals for fructosamine, glycated albumin, and 1,5-anhydroglucitol. Clin Chem 64

(2018) 843-850.

16 — Rodriguez-Segade S, Rodriguez J, Camifia F. Corrected fructosamine improves both

correlation with HbA1c and diagnostic performance. Clin Biochem 50 (2017) 110-115.

17 — Selvin E, Rawlings AM, Grams M, Klein R, Sharret AR, Coresh J. Fructosamine and
glycated albumin for risk stratification and prediction of incident diabetes and microvascular
complication: a prospective cohort analysis of the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)

study. Lancet Diabetes Endocrinol, 2 (2014) 279-288.

102



Table 1: Laboratorial and clinical characteristics of the study sample, ELSA-Brasil (n=466)

Total Males Females P-value
N 466 145 (31.1) 321 (68.9)
Age (years)? 48 (43-56) 47 (42-54) 49 (44-56) 0.006
Race/skin color®® 0.240
Black 40 (8.6) 9 (6.2) 31(9.7)
Brown 166 (35.6) 59 (40.7) 107 (33.3)
White 243 (52.1) 73 (50.3) 170 (53.0)
Others® 12 (2.6) 2 (1.4) 10 (3.1)
BMI (kg/m2) 0.853
<25 284 (60.9) 91 (62.8) 193 (60.1)
25 to < 30 143 (30.7) 42 (29.0) 101 (31.5)
>30 39(8.4) 12 (8.3) 27 (8.4)
Fructosamine 218 (207-230) 226 (215-238) 215 (205-207) <0.001
FPG (mmol/L) 5.3 (5.1-5.4) 5.3 (5.2-5.4) 5.3 (5.1-5.4) 0.017
2-h PG (mmol/L) 5.9 (5.2-6.5) 5.8 (5.1-6.5) 5.9 (5.2-6.5) 0.542
Alc (mmol/mol) 31 (28-34) 31 (28-34) 31 (28-34) 0.763
Creatinine 79.6 (70.7-88.4)  88.4 (79.6-97.2)  70.7 (61.9-79.6) <0.001
(umol/L)
Microalbuminuria 0.093 0.094 0.093 <0.001
(ng/min) (0.092-0.097) (0.093-0.0102) (0.092-0.095)

®Median and interquartile range; P°Self-indicated race/skin color; ‘Absolute frequency (%);
dAsians and native Brazilians; BMI= Body Mass Index; FPG= Fasting Plasma Glucose; 2-h

PG= 2 hours post glucose load; Alc = Glycated Hemoglobin
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Table 2: Blood fructosamine reference ranges estimated with second-generation nitroblue

tetrazolium methodology.

Reference Sample Range Kit and Analyzer Comments
(umol/L)
Bakeretal 2,211 non-diabetics 202-296 F. Hoffmann-La No need for
1991 — New (FPG<7.8 Roche/ Cobas- stratification
Zealand mmol/L?; 2-hPG < Fara based on gender
11.1 mmol/L; age or age.
33-78 yrs; median
age 47 yrs)
Cefaluetal 230 non-diabetics <289 Roche Did not evaluate
1991 - (Alc <53 Reagents/Cobas- the need for
USA mmol/mol®; age Mira stratification.
18-70 yrs)
Linetal 228 non-diabetics 202-282 Boehringer Did not evaluate
1996 — (FPG <5.0 Mannheim/ the need for
USA mmol/L) Hitachi 747-200 stratification.
Chen et al 1,497 healthy 20-65 yrs Roche/Cobas Evaluated the
2016 — individuals (FPG < 215-287 8000 need for gender-
China 6,1 mmol/L; 2-hPG and age-specific

< 7.8 mmol/L; >65 yrs

ranges.



normal BMI; age 226-325

20-85 yrs; 73.3%

females)

Zhou et al 458 individuals; 220-298 Roche/Roche Evaluated the
2016 — (FPG 3.9-6.1 Modular DPP need for gender-
China mmol/L; normal and age-specific

creatinine; age 20- ranges. Did not
79 yrs; median age find the need for
43 yrs; 50.7% them.
females)

Selvinetal 1,799 non-diabetics ~ 195-258 Roche/Roche Evaluated the
2018 — (age 47-68 yrs; Modular P800 need for gender-
USA 51,4% females) age-, BMI- and
race-specific

ranges.

Pedrosa et 466 individuals Females® BioSystems Evaluated the

al 2018 -  (normal FPG, Alc, 186 -248 S.A/AU 580 need for gender-

Brasil 2-hPG; age 35-73 Beckman Coulter  age-, BMI- and
(present yrs; median age 48 Males race-specific
study) yrs; 68.9% 196-269 ranges.
females)

105



To convert glucose concentrations from milimoles per liter to miligrams per deciliter, multiply
by 18.

bTo convert glycated hemoglobin from milimol per mol to %, multiply by 0.0915 and add 2.15
%.

°90% confidence interval is 183-189 umol/L for the lower limit and 243-255 umol/L for upper
limit.
990% confidence interval is 178-199 pmol/L for the lower limit and 263-279 pumol/L for upper
limit.

Manufacturer’s reference value interval for adults 205-285 pmol/L.
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