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EDITORIAL/EDITORIAL

Esporotricose: de micose negligenciada
em saude publica a zoonose emergente de
notificacao compulsdria

Sporotrichosis: from a neglected subcutaneous mycosis in
public health to an emerging notifiable zoonosis

Paulo Murillo Neufeld | Editor Emérito da RBAC

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos termodimaorficos do
género Sporothrix, tradicionalmente relacionada a inoculagao traumatica da pele por
fragmentos vegetais contaminados, configurando-se como uma sapronose cléssica
de ambientes rurais. Entretanto, a partir das ultimas décadas do século XX, particular-
mente no Brasil, observou-se uma profunda transformacdo no perfil epidemiolégico
da doenca, marcada pela emergéncia de uma forma zoonética urbana, cuja principal
via de transmissao passou a ser o contato direto com gatos domésticos infectados. Essa
transicao epidemioldgica é protagonizada pelo Sporothrix brasiliensis, espécie emergente
de elevada viruléncia, fortemente adaptada ao hospedeiro felino e com capacidade de
gerar surtos hiperendémicos em centros urbanos.

Avancos na taxonomia e classificacdo fliingica, impulsionados por técnicas mole-
culares como o sequenciamento de regides ITS, do gene da calmodulina e o uso da
espectrometria de massas por MALDI-TOF, permitiram a redefinicdo do agente etiolo-
gico da esporotricose. O que outrora se reconhecia como Sporothrix schenckii passou
a ser compreendido como um complexo de espécies cripticas, com distintos perfis
epidemioldgicos, clinicos, morfofisioldgicos e de viruléncia. Dentre essas, destacam-se
S. schenckii sensu stricto, S. globosa, S. luriei e, principalmente, S. brasiliensis, esta ultima
responsavel pela maioria dos casos humanos e animais no Brasil nas tltimas décadas. A
diferenciacéo interespecifica é essencial, uma vez que as espécies apresentam respostas
terapéuticas e padroes de disseminacao distintos.

No contexto brasileiro, o estado do Rio de Janeiro configura-se como o principal
epicentro da esporotricose zoondtica, com mais de 10.000 casos humanos e cerca de
8.500 casos felinos documentados entre 1998 e 2020. A transmissdo ocorre majoritaria-
mente por meio de mordidas, arranhaduras ou contato direto com secrecdes de gatos
infectados, cujas lesdes apresentam elevada carga fungica. Essa forma de transmissao
direta interespécies, até entdo incomum entre as micoses subcutaneas, é favorecida
por fatores como alta densidade populacional felina, auséncia de controle reprodutivo,
coinfec¢des parasitarias e condi¢des socioambientais precérias. Em felinos, a infeccdo
assume frequentemente curso grave, com manifestacdes ulceradas extensas, dissemi-
nacdo fungica sistémica e elevada taxa de letalidade.

No espectro clinico humano, a forma linfocutanea continua sendo a apresenta-
¢ao mais prevalente, seguida pelas formas cutanea fixa, extracutanea e disseminada,
estas ultimas mais frequentes em pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles
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coinfectados por HIV. Manifestacbes imunorreativas, como eritema nodoso e artrite
reativa, também tém sido descritas, especialmente em infeccbes por S. brasiliensis. A
notavel adaptacdo dessa espécie a mucosa oral e as garras dos felinos, somada a sua
baixa diversidade genética intraespécie (evidéncia de expansao clonal recente) contri-
bui para sua elevada transmissibilidade e persisténcia ambiental em nucleos urbanos.

O impacto psicossocial da esporotricose também é significativo. Lesdes ulceradas
visiveis, tratamentos prolongados e de alto custo, perda de capacidade produtiva e
estigmatizacao social estdo entre os efeitos mais frequentes observados em pacientes
acometidos. Em areas hiperendémicas, essas consequéncias sdo agravadas pela pobreza,
baixa escolaridade e limitacdes de acesso aos servicos de saude, configurando um ciclo
deinvisibilidade epidemioldgica, abandono terapéutico e perpetuacdo da transmissao.

O diagnéstico laboratorial da esporotricose ainda se baseia, majoritariamente, na
cultura micolégica de amostras clinicas, método considerado padrao-ouro. No entanto,
sua baixa sensibilidade, especialmente em formas subagudas ou cronicas, limita a
acuracia diagnostica. Métodos complementares, como a histopatologia, a sorologia e,
mais recentemente, a PCR convencional e em tempo real, tém sido empregados com
sucesso em centros de referéncia, permitindo maior rapidez na identificacdo da espécie
envolvida e no direcionamento terapéutico. Em felinos, a intensa carga fungica favorece
a observacdo direta de leveduras, facilitando o diagnéstico.

O tratamento farmacolégico é baseado, preferencialmente, no uso do itraconazol,
antifungico de escolha para casos cutaneos. Formas graves, refratarias ou disseminadas
requerem terapias mais agressivas com anfotericina B ou, alternativamente, posaconazol.
O surgimento de cepas resistentes, principalmente de S. brasiliensis, tem motivado estu-
dos sobre novos antifingicos, como a miltefosina e inibidores enzimaticos especificos,
além de terapias adjuvantes. A terapéutica em felinos é particularmente desafiadora,
exigindo tratamentos prolongados e monitoramento rigoroso, o que frequentemente
resulta em abandono dos animais e perpetuacao da cadeia de transmissao.

A elevada carga zoondtica e a rapida expansao geografica da esporotricose no Brasil
colocam a micose em posicao estratégica dentro das doencas infecciosas emergentes
e negligenciadas. Por muitos anos, a auséncia de notificacdo compulséria em ambito
nacional dificultou a consolidacéo de dados epidemioldgicos confidveis, comprometendo
o planejamento e a execucdo de acdes efetivas de vigilancia e controle. No entanto,
neste ano de 2025, a esporotricose humana foi oficialmente incluida na Lista Nacional
de Notificacdo Compulséria pelo Ministério da Saude, conforme pactuacao da Comis-
sdo Intergestores Tripartite. A partir dessa inclusdo, os casos deverao ser registrados
no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (Sinan), o que permitird mapear
com maior precisao a distribuicdo da doenca no territério nacional, subsidiar politicas
publicas e viabilizar respostas mais articuladas.

Entre as estratégias previstas estdo a criacdo de fichas especificas de notificacao e
investigacao, a formulacdo de protocolos de vigilancia com fluxos adaptados a espo-
rotricose humana, capacitacdes técnicas para profissionais de saude, estruturacao dos
LACEN's e o aprimoramento da logistica de fornecimento de medicamentos, considerando
o possivel aumento da demanda decorrente da sensibilidade do sistema de vigilancia.
Nesse sentido, a iniciativa também contempla o fortalecimento da rede diagndstica e
terapéutica no Sistema Unico de Saude (SUS), com vistas a garantir o efetivo tratamento.

RBAC. 2025,57(1):4-6
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Para atender a esse novo contexto sanitario, torna-se imprescindivel adotar uma
abordagem integrada e multidisciplinar, fundamentada no conceito de “Satide Unica”
(One Health), que contemple simultaneamente a¢des em saude humana, medicina
veterindria e vigilancia ambiental. O controle efetivo da esporotricose zoondtica exige
medidas estruturadas, com programas de esterilizacdo e controle populacional felino
e de educacao sanitaria para a populacdo e desenvolvimento de vacinas imunopreven-
tivas, sobretudo voltadas ao hospedeiro felino, elo central da cadeia de transmissao.

Importa mencionar ainda que a esporotricose, especialmente em sua forma zoo-
noética causada pelo S. brasiliensis, representa um modelo paradigmatico de micose
emergente, com alto impacto na salde publica, desafiando os sistemas tradicionais de
vigilancia, diagndstico e controle. O enfrentamento eficaz dessa enfermidade requer,
portanto, ndo apenas inovacgao cientifica e tecnoldgica, mas também compromisso
politico, investimento institucional e equidade no acesso ao cuidado.
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Sporotrichosis: from a neglected subcutaneous
mycosis in public health to an emerging notifiable
zoonosis

Esporotricose: de micose negligenciada em saude publica a
zoonose emergente de notificacdo compulsoria

Paulo Murillo Neufeld | RBAC Emeritus Editor

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by thermodimorphic fungi of
the genus Sporothrix, traditionally associated with traumatic skin inoculation through
contaminated plant fragments, characterizing it as a classic sapronoses in rural
environments. However, since the late 20th century, particularly in Brazil, a significant
shiftin the disease’s epidemiological profile has been observed, marked by the emergence
of an urban zoonotic form, in which direct contact with infected domestic cats became
the primary transmission route. This epidemiological transition is driven by Sporothrix
brasiliensis, an emerging species of high virulence, strongly adapted to feline hosts and
capable of causing hyperendemic outbreaks in urban centers.

Advancements in fungal taxonomy and classification, driven by molecular techniques
such as sequencing of ITS regions, calmodulin gene analysis, and the use of MALDI-TOF
mass spectrometry, have enabled the redefinition of the etiological agent of sporotrichosis.
What was once recognized as Sporothrix schenckii is now understood as a complex of
cryptic species, each with distinct epidemiological, clinical, morphophysiological, and
virulence profiles. Among these species, S. schenckii sensu stricto, S. globosa, S. luriei, and
particularly S. brasiliensis stand out, the latter being responsible for most human and
animal cases in Brazil in recent decades. Inter-species differentiation is essential, as these
species exhibit distinct therapeutic responses and dissemination patterns.

In the Brazilian context, the state of Rio de Janeiro has emerged as the main epicenter
of zoonotic sporotrichosis, with more than 10,000 human cases and approximately
8,500 feline cases documented between 1998 and 2020. Transmission predominantly
occurs through bites, scratches, or direct contact with the secretions of infected cats,
whose lesions exhibit a high fungal load. This form of direct interspecies transmission,
previously uncommon among subcutaneous mycoses, is facilitated by factors such as
high feline population density, lack of reproductive control, parasitic co-infections, and
poor socio-environmental conditions. In felines, the infection often takes a severe course,
with extensive ulcerative lesions, systemic fungal dissemination, and a high fatality rate.

Inthe human clinical spectrum, the lymphocutaneous form remains the most prevalent
presentation, followed by fixed cutaneous, extracutaneous, and disseminated forms, the
latter being more frequent inimmunocompromised patients, including those co-infected
with HIV. Immunoreactive manifestations, such as erythema nodosum and reactive
arthritis, have also been described, particularly in infections caused by S. brasiliensis. The
remarkable adaptation of this species to the feline oral mucosa and claws, combined with
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its low intraspecific genetic diversity (evidence of recent clonal expansion), contributes
to its high transmissibility and environmental persistence in urban centers.

The psychosocial impact of sporotrichosis is also significant. Visible ulcerative lesions,
prolonged and costly treatments, loss of productive capacity, and social stigmatization
are among the most common effects observed in affected patients. In hyperendemic
areas, these consequences are exacerbated by poverty, low educational levels, and
limited access to healthcare services, creating a cycle of epidemiological invisibility,
therapeutic abandonment, and sustained transmission.

Laboratory diagnosis of sporotrichosis still relies primarily on mycological culture
of clinical samples, a method considered the gold standard. However, its low sensitivity,
particularly in subacute or chronic forms, limits diagnostic accuracy. Complementary
methods, such as histopathology, serology, and, more recently, conventional and real-time
PCR, have been successfully employed in reference centers, enabling faster identification
of the species involved and more targeted therapeutic approaches. In felines, the high
fungal load facilitates the direct observation of yeast cells, simplifying diagnosis.

Pharmacological treatment is preferably based on the use of itraconazole, the
antifungal of choice for cutaneous cases. Severe, refractory, or disseminated forms
require more aggressive therapies with amphotericin B or, alternatively, posaconazole.
The emergence of resistant strains, particularly of Sporothrix brasiliensis, has prompted
studies on new antifungal agents, such as miltefosine and specific enzyme inhibitors,
as well as adjuvant therapies. Treatment in felines is particularly challenging, requiring
prolonged regimens and rigorous monitoring, which often results in animal abandonment
and perpetuation of the transmission chain.

The high zoonotic burden and rapid geographic expansion of sporotrichosis in
Brazil strategically position this mycosis among emerging and neglected infectious
diseases. For many years, the absence of compulsory national notification hindered
the consolidation of reliable epidemiological data, compromising the planning and
implementation of effective surveillance and control measures. However, in 2025, human
sporotrichosis was officially included in the National Compulsory Notification List of
diseases by the Ministry of Health, following an agreement by the Brazilian Tripartite
Commission (CIT - Comissdo Intergestores Tripartite). With this inclusion, cases shall be
recorded in the Notifiable Diseases Information System (SINAN), which will enable more
accurate mapping of the disease’s distribution across the national territory, support
public policies, and allow for more coordinated responses.

the proposed strategies are the development of specific notification and investigation
forms, the formulation of surveillance protocols with workflows adapted to human
sporotrichosis, technical training for healthcare professionals, the structuring of
LACENSs (Central Public Health Laboratories), and the improvement of medication
supply logistics, considering the potential increase in demand resulting from the
enhanced sensitivity of the surveillance system. In this regard, the initiative also aims
to reinforce the diagnostic and therapeutic network within the Unified Health System
(SUS), ensuring effective treatment access.

To address this new public health context, it is essential to adopt an integrated and
multidisciplinary approach based on the “One Health” concept, which simultaneously
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encompasses actions in human health, veterinary medicine, and environmental
surveillance. Effective control of zoonotic sporotrichosis requires structured measures,
including feline sterilization and population control programs, health education for
the public, and the development of immunopreventive vaccines, particularly targeting
feline hosts, the central link in the transmission chain.

Itis also worth noting that sporotrichosis, especially in its zoonotic form caused by
Sporothrix brasiliensis, represents a paradigmatic model of an emerging mycosis with
a significant impact on public health, challenging traditional surveillance, diagnostic,
and control systems. Effectively addressing this disease, therefore, demands not only
scientific and technological innovation but also political commitment, institutional
investment, and equity in access to care.
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Resumo

A dengue é uma doenca infecciosa causada por quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), transmitidos por mosquitos
do género Aedes. A sintomatologia e a gravidade da doenca podem variar amplamente, desde manifestacoes leves até casos graves e potencialmente
fatais. Mudanc¢as demograficas e sociais, como crescimento populacional, urbanizacao e transporte moderno, além do aquecimento global, contribuem
muito para o aumento da incidéncia e disseminacdo geogréfica da dengue. Clinicamente, a dengue pode ser classificada como dengue com e sem
sinais de alarme e dengue grave, sendo o diagnostico laboratorial imprescindivel especialmente na identificacdo de casos graves. Este estudo traz
informacoes importantes sobre aspectos relacionados ao diagndstico desta arbovirose, levando em consideracdo a estrutura fisica do laboratério e
situacdo epidemioldgica da dengue na localidade de insercao laboratorial. O diagnéstico laboratorial é realizado mediante técnicas moleculares e
soroldgicas, sendo que o ponto critico para um diagndstico laboratorial com seguranca e precisdo depende do momento da coleta do material biol6gico
em relacdo ao dia de inicio dos sintomas. E importante ressaltar que a infeccio por outros flavivirus, sorotipos/gendtipos diferentes, infeccao sequencial
e vacinacao para dengue podem provocar interferéncias no resultado de um teste. O desenvolvimento de conjuntos de diagnésticos mais sensiveis,
especificos, rapidos e econémicos, possibilitando a utilizacdo em campo para regides subdesenvolvidas, é de importancia crescente, assim como a
constante atualizagdo dos profissionais de satide envolvidos na cadeia de identificacao da dengue.

Palavras-chave: Dengue; Técnicas de Laboratério Clinico; Flavivirus.

Abstract

Dengue is an infectious disease caused by four serotypes of the dengue virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4), transmitted by mosquitoes of the
Aedes genus. The symptoms and severity of the disease can vary widely, from mild manifestations to severe and potentially fatal cases. Demographic
and social changes, such as population growth, urbanization and modern transportation, in addition to global warming, have contributed greatly to the
increased incidence and geographic spread of dengue. Clinically, dengue can be classified as dengue with and without warning signs and severe dengue,
with laboratory diagnosis being essential, especially in the identification of severe cases. This study provides important information on aspects related to
the diagnosis of this arbovirus, taking into account the physical structure of the laboratory and the epidemiological situation of dengue in the location
where the laboratory is located. Laboratory diagnosis can be performed using molecular and serological techniques and, although there are several
methodologies on the market, a critical point for a safe and accurate laboratory diagnosis will depend on the time of collection of biological material
in relation to the day of onset of symptomes. It is important to emphasize that infection by other flaviviruses, different serotypes/genotypes, sequential
infection and vaccination for dengue can cause interference in the result of a test. The development of more sensitive, specific, rapid and economical
diagnostic kits, enabling use in the field in underdeveloped regions, is of increasing importance, as is the constant updating of health professionals
involved in the dengue identification chain.
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INTRODUCAO

A dengue é uma arbovirose transmitida pela picada de
mosquitos Aedes spp. A infeccao € causada por um dos quatro
sorotipos do virus dengue (DENV1-4) e pode variar em sinto-
matologia e gravidade. O virus da dengue pertence a familia
Flaviviridae, género Orthoflavivirus e espécie Orthoflavivirus
denguei™ A doenca é hiperendémica em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo, e estima-se que cerca 60% da
populacdo mundial estard em risco até o ano de 2080 em areas
de adequacao ambiental a sobrevivéncia do mosquito vetor.*?

A incidéncia global da dengue aumentou acentuada-
mente nas ultimas duas décadas, representando um desafio
substancial para a saude publica. Na regidao das Américas,
da Semana Epidemioldgica (SE) 1 a SE 50 de 2024, foram
notificados 12.902.122 casos suspeitos de dengue, represen-
tando um aumento de 166% em relacdo ao mesmo periodo
de 2023 e um aumento de 326% em relagdo a média dos
ultimos cinco anos.” Além dos nimeros alarmantes, todos
os quatro sorotipos do virus da dengue estao circulando na
regido das Américas até a SE 50 de 2024.%

Varios fatores estdo associados ao risco crescente de
propagacao da epidemia de dengue, incluindo a expansdo
do alcance dos vetores primarios (principalmente Aedes
aegypti e Aedes albopictus) em paises nos quais nao havia
circulacao viral do DENV; as consequéncias dos fenémenos El
Nifo em 2023 e alteragdes climaticas que levam ao aumento
das temperaturas, aumento da pluviosidade, umidade, entre
outros; além de fatores que desafiam a rapida resposta a
epidemias, como sistemas de saude frageis no meio da pan-
demia de COVID-19, atrasos de notificacao, dificuldades de
identificacao de sintomas que podem contribuir para casos
graves, instabilidades politicas e financeiras em paises que
enfrentam crises humanitarias complexas e grandes movi-
mentos populacionais de urbanizacdo.”

A incidéncia exata da dengue é dificil de determinar,
mas sabe-se que dos 7,6 milhdes de casos de dengue foram
relatados a Organizacao Mundial de Saude (OMS) em 2024,
mais de sete milhdes foram na regido das Américas. Todas
as faixas etdrias sao igualmente suscetiveis a doenca, porém
idosos e pacientes com doencas cronicas, como diabetes e
hipertensao arterial, tém maior risco de evoluir para casos
graves e outras complicacbes que podem levar a morte.©
Atualmente, a classificacdo da dengue é baseada na revisao
realizada pela OMS que determina que os casos sejam repor-
tados como: dengue sem sinais de alerta, dengue com sinais

de alerta (dor abdominal, vOmito persistente, acimulo de
fluidos, sangramento da mucosa, letargia, aumento do figado,
aumento do hematécrito com diminuicao das plaquetas) e
dengue grave (dengue com extravasamento grave de plasma,
sangramento grave ou faléncia de 6rgéos).”

No contexto do atendimento primario do paciente, a
maioria dos casos de dengue é diagnosticada com base
apenas em sinais e sintomas, criando incerteza substancial
devido as definicdes de casos nao especificos e nao uniformes.
® O diagnostico clinico é de extrema importancia porque a
suspeita adequada e precoce é determinante para a evolucao
favoravel do paciente. No entanto, o diagnéstico laboratorial
da dengue confirma o quadro clinico, colabora para orientar
o tratamento de suporte especialmente em casos atipicos,
exclui outras arboviroses e também a necessidade de outras
investigacdes.® O diagnostico laboratorial é essencial para
identificar o sorotipo do virus da dengue que estd infectando
0 paciente, especialmente devido ao risco aumentado de
evolucao para dengue grave em casos de uma segunda
exposicao ao virus por um sorotipo diferente.

Dessa forma, diante da crescente expansdo da dengue,
da prevaléncia e adaptacdao do mosquito vetor em locais com
clima adequado, e dos sintomas iniciais inespecificos, esse
artigo tem por objetivo discutir aspectos relacionados ao
diagnéstico clinico e laboratorial desta arbovirose, focando
na escolha da melhor opcéo diagnéstica levando-se em con-
sideragdo a coleta oportuna da amostra bioldgica, estrutura
fisica do laboratério e situacao epidemioldgica da dengue
na localidade de insercao laboratorial.

DESENVOLVIMENTO

Diagnéstico clinico

A dengue é uma doenca febril aguda, sistémica e dina-
mica, que pode apresentar amplo espectro clinico, podendo
parte dos pacientes evoluir para formas graves, e inclusive
levar a 6bito.

Anteriormente, a dengue era classificada como febre da
dengue (DF), febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome
do choque da dengue (SCD)."® Com o objetivo de aprimorar
a assisténcia ao paciente com dengue, o Brasil adotou em
2014 a atual classificacdo de casos revisada pela OMS, que
simplifica a abordagem inicial em: dengue com ou sem sinais
de alerta e dengue grave.” Essa conduta, além de ser mais
simples de ser aplicada, auxilia nas decisdes médicas acerca de
onde tratar o paciente e de como dimensionar o tratamento.
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Nessa perspectiva, o olhar clinico para reconhecimento
dos sinais de alarme da dengue é de extrema importancia,
pois no momento da triagem é possivel realizar um moni-
toramento minucioso da evolugao clinica e se antecipar
nos casos em que a hospitalizacao se faz necessaria. Sinais
como o extravasamento de plasma e/ou hemorragias podem
levar o paciente ao choque grave e ao 6bito, portanto a
identificacdo oportuna e precoce auxilia na prevencéao de
evolucao grave.®

A infeccao pelo virus dengue (DENV) pode ser assin-
tomatica ou sintomatica. Quando sintomatica, causa uma
doenca de amplo espectro clinico, variando desde formas
oligossintomaticas até quadros graves, podendo evoluir para
0 6bito. Pode apresentar trés fases clinicas: febril, critica e de
recuperagao.©

A primeira manifestacdo é a febre, que tem duracao de
2 a7 dias, geralmente alta (39°C a 40°C). E deinicio abrupto,
associada a cefaleia, adinamia, mialgias, artralgias e a dor
retro-orbitaria. Anorexia, nduseas e vOmitos podem estar
presentes, assim como a diarreia que cursa de trés a qua-
tro evacuagoes por dia com fezes pastosas, o que facilita
o diagnéstico diferencial com gastroenterites por outras
causas. Apos a fase febril, grande parte dos pacientes se
recupera progressivamente, com melhora do estado geral
e retorno do apetite.®

O exantema ocorre aproximadamente em 50% dos casos,
é predominantemente do tipo maculopapular, atingindo
face, tronco e membros de forma aditiva, incluindo plantas
de pés e palmas de maos. Pode se apresentar sob outras
formas com ou sem prurido, frequentemente no desapare-
cimento da febre.®

A fase critica tem inicio com a defervescéncia (declinio)
da febre entre trés e sete dias do inicio da doenca. Essa fase
pode estar presente em alguns pacientes, e pode ser um
inicio de evolucédo para as formas graves. Por essa razdo,
medidas diferenciadas de manejo clinico e observacao
devem ser adotadas imediatamente. Os sinais de alarme,
guando presentes, surgem nessa fase da doenca e podem ser
detectados pelo aumento do hematdcrito.” Esses sinais sao
caracterizados como dor abdominal, vomitos persistentes,
acumulo de liquidos em cavidades (ascite, derrames pleural
e pericardico), hipotensao postural, letargia e irritabilidade,
seguidos de sinais de sangramentos de mucosa e aumento
progressivo do hematdcrito. A maioria dos sinais de alarme
resulta do aumento da permeabilidade vascular, que marca
o inicio da deterioracdo clinica do paciente e sua possivel
evolucdo para o choque por extravasamento plasmatico.®

As formas graves da doenca podem se manifestar como
choque ou acimulo de liquidos com desconforto respiratério,
em funcao do severo extravasamento plasmatico.”

O diagnéstico clinico da dengue, muitas vezes, é consi-
derado desafiador, especialmente em localidades com baixo
numero de casos ou com prevaléncia de outras doencas que
causem sintomas iniciais inespecificos e que possam imitar
o espectro da doenca decorrente da infeccao por DENV. O
diagnéstico correto é imprescindivel, especialmente em evo-
lugdes graves devido a diferentes abordagens de tratamento
para choque induzido por dengue e choque decorrente de
sepse, por exemplo. Nesse contexto, o diagndstico labora-
torial € uma ferramenta que completa a percepcao clinica e
corrobora para decisao de conduta ao paciente.

Diagnéstico laboratorial

O diagndstico preciso e eficiente da dengue é util para o
controle eficaz de surtos,"" para estudos epidemioldgicos e para
o gerenciamento clinico e a avaliagdo de pacientes individuais,
particularmente se novos e especificos agentes terapéuticos
forem descobertos. Além disso, os testes disponiveis devem
ser capazes de detectar todos os estdgios da doenca dengue,
desde infeccbes assintomaticas, sindromes semelhantes a
influenza e doenca grave, incluindo FHD/SCD."? O diagnos-
tico precoce seguido por cuidados de suporte e tratamento
sintomatico por meio de reposicdo de fluidos sao as chaves
para a sobrevivéncia em casos de infec¢do grave por dengue.™

O diagnostico laboratorial é o responsavel por identificar
0 agente etioldgico que estd causando determinada sinto-
matologia. Na maioria dos paises onde o DENV é endémico,
normalmente também ha a cocirculagao de outros arborvirus,
como por exemplo, virus da encefalite japonesa (JEV) no
Sudeste Asiatico, virus da encefalite de Saint-Louis (SLEV), virus
dafebre amarela (YFV), Zika virus e Chikungunya na América
Latina, ou virus do Nilo Ocidental (WNV) no Caribe.4'>

Laboratorialmente, podemos identificar a infeccdo pelo
DENV seguindo duas principais dire¢des: testes viroldgicos e
testes soroldgicos. Para isso, podemos utilizar métodos diretos
e indiretos. Os métodos diretos podem ser representados
peloisolamento viral, deteccdo de acido nucleico (RT-PCR) e
deteccdo da proteinaNS1.Ja os métodos indiretos consistem
na deteccao dos anticorpos das classes IgM e IgG. Atualmente,
amaior acessibilidade para o diagndstico caminha no sentido
dos métodos indiretos, por serem testes que ndo requerem
estrutura laboratorial complexa. J&4 a maior confiabilidade
se da nos métodos diretos, que sao testes que detectam o
préprio virus ou antigenos virais (Figura 1).
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Comparagao de testes diagndsticos para dengue de acordo com sua acessibilidade e confianca.

Fonte: Adaptado de WHO (2009)”

O diagnostico virolégico do DENV é feito sobretudo por
meio de:isolamento do virus por cultura de células"® ou por
técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase
com transcri¢do reversa (RT-PCR)"7'® e a deteccao de um
antigeno viral, a proteina NS1 por meio de testes laboratoriais
remotos ou ensaios imunoenzimaticos (ELISA).

Aescolha do teste laboratorial correto para o diagnéstico
da dengue esta diretamente relacionada ao momento em
gue o paciente se encontra, ou seja, quantos dias se passaram
apos o inicio dos sintomas. A fase virémica aguda da infeccao
por arbovirus é frequentemente perdida, ndo apenas em
pacientes de regides endémicas onde a assisténcia médica
é limitada ou ndo acessivel, mas também em viajantes que
retornam e migrantes que chegam, pois geralmente s6 visi-
tam um médico quando os sintomas persistem ou pioram
além do estagio febril. Nesse estagio da doenca, apesar dos
relatos de que o virus persiste por periodos mais longos em
santudrios (ou seja, sistema nervoso central, articulacdes e
trato urogenital), métodos diretos para a deteccdo do virus
no sangue podem apresentar resultados negativos ou ines-
pecificos quando o virus da dengue ja foi eliminado pelo
sistema imunoldgico.*2?

Os métodos diretos (isolamento viral, RT-PCR e proteina
NS1) devem ser realizados no inicio da doenca, preferen-
cialmente, até o quinto dia apds o inicio dos sintomas (fase
aguda), uma vez que é o periodo em que o virus esta presente
no corpo do individuo (periodo de viremia). A presenca da
proteina NS1 pode ser detectada em um periodo de tempo
um pouco maior, até o nono dia ap6s o inicio dos sintomas,
a depender da sensibilidade do teste utilizado. Em geral, a
concentracdo da proteina NS1 no soro diminui ao longo da
infeccdo e a sensibilidade de detec¢éo é reduzida, podendo
também ser menor em infec¢des secundarias e conforme os
diferentes sorotipos do DENV. Embora a cinética temporal da
proteina NS1 varie entre infeccdes primarias e secundarias,
geralmente ndo é possivel determinar se a infeccdo aguda
do paciente é uma ou outra no momento da andlise das
amostras por esse marcador.?'29

Os métodos moleculares podem ser do tipo multiplex,
como a PCR multiplex para dengue, Zika virus e Chikungunya,
sendo especialmente Uteis em casos sem uma suspeita cli-
nica bem definida. No entanto, quando um caso de dengue
atende aos critérios diagndsticos estabelecidos e o quadro
clinico é compativel, recomenda-se priorizar testes especificos
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(singleplex) para a deteccao do virus.?” Esses testes deman-
dam maior capacitacao técnica e infraestrutura laboratorial
adequada, o que pode limitar sua disponibilidade.

Os métodos indiretos sdo os testes que detectam anti-
corpos anti-DENV, e sao feitos principalmente por meio de:
ELISA, técnicas de inibicdo da hemaglutinacao (HI)239 e
teste de neutralizacdo por reducdo de placa (PRNT).(""3" Sao
testes que devem ser realizados apés o sétimo dia do inicio
dos sintomas, uma vez que é o periodo em que o nivel de
anticorpos ja passa a ser seguramente detectado, sobretudo
IgM (Figura 2). No entanto, diante da possibilidade de reacéo
cruzada com outros flavivirus (Zika virus, febre amarela etc.) e
deteccao inespecifica de IgM, recomenda-se o uso preferencial
de técnicaimunoenzimatica de captura de IgM (MAC-ELISA).“

Os testes imunocromatograficos atualmente conseguem
detectar a proteinaNS1 e os anticorpos das classes IgM e IgG,
utilizando plataformas duplas, os chamados testes“DUQ"."?
Na pratica clinica laboratorial, os testes DUO e ELISA sao os
mais comumente utilizados, por serem de facil execucao,
rapidos, de baixo custo e ndo exigirem equipamentos sofis-
ticados e estrutura laboratorial complexa.

Numa infeccao primaria, o momento correto da coleta das
amostras deve ser rigorosamente seguido em razéo da ausén-
cia de sensibilizacao do sistema imune. Para RT-PCR e deteccao
de NS1, a amostra deve ser coletada preferencialmente até

INFECGAO PRIMARIA

Periodo
de incubagdo

Risco de doenca
severa

> R,

Infecgio Viral

o quinto dia apds o inicio dos sintomas. Para a deteccdo da
IgM, a coleta de material biolégico deverd ocorrer ap6s o
sétimo dia apo6s o inicio dos sintomas (Figura 2).

Numa infeccdo secundaria, como o sistemaimune ja tem
memodria imunoldgica contra o virus da dengue, o periodo de
deteccao do RNA viral (RT-PCR) e NS1 serd menor e a deteccao
da IgM e IgG sera mais precoce, sendo a IgM numa concen-
tracdo menor e a lgG numa concentragdo bem maior que na
infeccdo primaria devido a resposta anamnésica (Figura 2).

A deteccdo isolada de IgG em amostras Unicas tem seu
valor diagnéstico limitado, uma vez que os anticorpos IgG
permanecem por um longo periodo. Quando se usa somente
esse teste para confirmar a infeccéo, é necessario utilizar um
teste quantitativo e coletar uma amostra de fase aguda e uma
amostra de fase convalescente e detectar a soroconversdo
de IgG ou um aumento de quatro vezes ou mais nos titulos
de IgG entre as duas amostras.®¥ Além disso, a reatividade
cruzada de anticorpos IgG entre virus do mesmo género
também limita a sua utilizacdo isolada como diagnéstico.
Atualmente, com a circulacdo crescente de outros arbovirus
e de virus com manifestagdes clinicas semelhantes, como o
SARS-CoV-2, a interpretacao de testes soroldgicos pode se
tornar desafiadora. Além disso, em areas endémicas, pacientes
podem apresentar coinfecgdes, o que, em alguns casos, pode
resultar em subdiagnéstico de dengue.

INFECCAO SECUNDARIA

Periodo
de incubagdo

IgG

Risco de doenga
severa

19G/CO >3

Infecgio Viral

Tempo

(dias) -2d

0d

Inicio dos sintomas

2d 4d 6d 8d

i Eliminagdo Viral

10d ——~2— 90d

A 4

-2d od

~ Eliminaco Viral

2d 4d 6d 8d 10d 7~— 50d

Cinética do virus da dengue, proteina NS1 e anticorpos IgM e IgG em amostras de soro nas infecdes primarias e secunddrias.

Fonte. Adaptado de Kerkhof et al. (2020);% PAHO (2022)®”
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Foi previamente relatado que o teste ELISA de captura de

IgG para DENV pode distinguir infec¢des primdrias e secunda-

rias pelo virus com base em amostras da fase convalescente

inicial.®*3 Utilizando o ELISA de captura de IgM e IgG da

Panbio em amostras coletadas até 8 dias apds o inicio dos

sintomas (PSO), Vaughn et al. (1999)¢4 observaram que 100%

dasinfeccoes primarias e 95% das infeccoes secundarias por

DENV poderiam ser corretamente classificadas. A classificacdo

foi baseada em valores de IgM/cut-off (CO) =1 e IgG/CO < 3

para infec¢des primarias, e IgG/CO = 3 para infeccdes secun-

darias (Figura 2). De forma semelhante, Vazquez et al.®*, ao
testarem amostras coletadas até 5 a 7 dias apds o inicio dos
sintomas, relataram uma alta concordancia (95,5%) entre
0s ELISAs de captura de IgM e IgG da Panbio e seu método
de referéncia para a classificagdo entre infec¢des primarias

e secundarias por DENV.®> Estudos mais recentes indicam

que anticorpos contra a proteina NS1 apresentam maior

especificidade em comparacao com aqueles direcionados

a proteina do envelope, o que pode aprimorar a acuracia

diagnéstica.®*3%3) No entanto, como a deteccdo de NS1

ocorre principalmente por testes imunocromatograficos, a

Organizagao Panamericana de Saude (OPAS) recomenda seu

uso restrito a estudos comunitarios sob protocolos estabe-

lecidos, uma vez que sua baixa sensibilidade pode resultar
em falsos negativos. Para descartar a infeccao ou direcionar
condutas médicas apropriadas, é essencial a confirmacao
por metodologias mais sensiveis.”)

Segundo a OPAS,? as limitacbes mais importantes dos
métodos soroldgicos sao:

«  Umresultado positivo de um teste paralgM em uma Unica
amostra é apenas presuntivo de infeccdo aguda, uma vez
que os anticorpos detectados podem ser provenientes
de uma outra infeccao recente ndo necessariamente
pelo quadro agudo;

«  Nocasodedoencas para as quais existe vacina (dengue e
febre amarela), os anticorpos detectados também podem
ser provenientes de vacinagao recente;

«  Apersisténcia de anticorpos IgM ainda néo foi comple-
tamente caracterizada para infec¢des por DENV, CHIKYV,
ZIKV e YFV, e alguns dados parecem indicar que estes
anticorpos podem persistir por mais tempo do que se
pensava inicialmente; 4

«  No caso dos anticorpos IgG, que persistem por mais
tempo que os anticorpos IgM, a sua deteccao em amostra
Unica serve para uma interpretacao provisoria. Para a
confirmacao laboratorial da infeccdo aguda, € necessaria

a obtencao de amostras pareadas: uma da fase aguda e
outra dafase de convalescenca. A soroconversdo de IgG
(resultado negativo da amostra da fase aguda e resultado
positivo da amostra de convalescencga) ou um aumento
nos titulos de anticorpos IgG ou neutralizantes entre as
duas amostras confirmam a infeccdo aguda.

- Aconfirmacao do agente etioldgico é limitada pela rea-
tividade cruzada dos testes soroldgicos em infecgdes por
virus do mesmo género ou pela vacinagao contra eles.

« A reatividade cruzada é mais comum em infeccbes
secundarias do que em infec¢bes primarias; portanto,
em areas onde varios flavivirus cocirculam - situacdo
epidemioldgica atual em grande parte das Américas-a
probabilidade de reatividade cruzada é alta. A reatividade
cruzada também foi observada entre diferentes alfavirus
(Chikungunya virus e Mayaro virus), embora nao tenha
sido caracterizada tdo amplamente como nos flavivirus.

Apesar dessas diversas limitacdes, a OPAS?” também
determina que os testes soroldgicos devam fazer parte dos
métodos diagndsticos de arboviroses por:

1) autilizacdo de métodos virolégicos depende de amos-
tras obtidas em tempo oportuno, pois o paciente pode
se apresentar para diagnéstico quando a fase virémica
tiver passado;

2) o0s métodos viroldgicos nem sempre estao disponiveis,
pois necessitam de drea fisica e equipamentos especificos
no laboratorio;

3) osmétodos soroldgicos (particularmente os testes ELISA
in house) tém menor custo e execugao mais simples que
os métodos virolégicos e podem ser mais facilmente
utilizados numa rede de laboratérios locais;

4) a combinacao de métodos virolégicos e soroldgicos
pode melhorar a sensibilidade e a especificidade do
diagnostico;“14? e

5) os métodos sorolégicos sao essenciais quando o virus e
seus componentes sdo encontrados com menor frequén-
cia em amostras biolégicas, como no caso de recém-nas-
cidos com sindrome congénita do Zika ou em pacientes
com sindromes neuroldgicas associadas a infeccao pelo
ZIKV ou outros arbovirus.

A infeccdo inicial com qualquer um dos sorotipos de
DENV fornece protecdo incompleta contra todos os quatro
sorotipos em razao de uma reatividade cruzada temporaria
entre eles. Apds a neutralizacdo da meméria imunoldgica,
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a resposta protetora pode ser alcancada se o paciente for
reinfectado com o mesmo sorotipo. E bem estabelecido que
ha uma forte associacao entre infec¢des secunddrias por
um sorotipo diferente de DENV e dengue grave. Infeccoes
subsequentes com diferentes sorotipos estdo associadas a
formas graves da doenca e impdéem complicacbes sérias,
incluindo o risco de mortalidade.“® A patogénese envolvida
pode estar relacionada a intensificacdo dependente de anti-
corpos (ADE) e certos sorotipos como DENV-2, 3 e 4 parecem
estar relacionados a maior gravidade em pacientes que ja
tiveram dengue anteriormente.* A identificacao laboratorial
do sorotipo causador da infec¢do promove informacoes que
contribuem para uma melhor avaliacdo derisco pela equipe
de saide com manejo adequado do paciente em infecdes
subsequentes por sorotipos diferentes.“)

Nesse contexto, os resultados laboratoriais de testes
virologicos (deteccdo do RNA viral e identificacdo do sorotipo)
e testes soroldgicos (deteccao de NS1,IgM e IgG) integram a
vigilancia e o gerenciamento de surtos de dengue. A amplia-
cao de atividades de vigilancia ativa e passiva de vetores, com
gerenciamento geoespacial de casos de dengue com identi-
ficacdo precoce de regides com alta transmissibilidade, pode
ser realizada explorando de forma mais efetiva a infraestrutura
acessoria disponivel em universidades e centros de referén-
cia, no formato de uma rede integrada ao Sistema Unico de
Saude. Modernas técnicas de sequenciamento genémico de
amostras também devem ser estimuladas, pois a comparagao
com sequéncias ja existentes em bancos de dados pode ser
util para determinar mudancas epidemiolégicas que levem
a maior potencial de disseminacdo ou de gravidade.“®

A disponibilizacao de vacinas contra a dengue marcou
um novo contexto epidemiolégico laboratorial. Em 2015,
tivemos a aprovacao pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) da vacina Dengvaxia (Sanofi-Aventis Far-
macéutica Ltda.), que em 2017 passou por uma alteracdo na
bula, sendo indicada somente para individuos que ja tiveram
dengue. Essa mudanca ocorreu justamente pela possibili-
dade de agravamento quanto a memoria imunolégica de
reatividade cruzada tempordria mencionada anteriormente.
Dessa forma, os profissionais de saude foram requisitados em
realizar uma avaliacdo mais minuciosa e, se for o caso, solici-
tar a realizacao de exames soroldgicos para pacientes sem
histérico confirmado de contato com os virus da dengue. Em
2023, a ANVISA aprovou o registro de uma nova vacina para
dengue, a Qdenga (Takeda), que foi disponibilizada no ser-
vico publico de saude pelo Ministério da Saude, em 2024,

direcionada para criancas e adolescentes de 10 a 14 anos de
idade. Novas vacinas estdo em fase avancada de estudos,
como, por exemplo, a vacina do Instituto Butantan, Brasil. O
laboratério de andlises clinicas, portanto, ao proceder um
teste soroldgico para dengue deverd estar atento as possi-
bilidades de o paciente ja ter tomado a vacina para dengue.
Essa situacao reforca a necessidade de acesso a metodologias
que permitam diagndsticos diferenciais e complementares
para distinguir infec¢des naturais de respostas vacinais e
garantir a vigilancia epidemioldgica eficaz.

CONSIDERAGOES FINAIS

Embora a maioria das infec¢des por arbovirus sejam
assintomaticas ou autolimitadas, o diagnéstico laboratorial
da dengue desempenha papel crucial nesse contexto. Como
a dengue é a arbovirose mais frequente, o diagndstico pre-
ciso e 0 manejo correto sao imprescindiveis diante do risco
potencial de complicacées como a febre hemorragica do
DENV. Portanto, a utilizacdo de técnicas avancadas, como
RT-PCR e de deteccao viral da proteina NS1, como sorologia
para IgM (captura de IgM) permite a agilidade e precisao
no diagnéstico.

No entanto, alguns aspectos importantes precisam ser
considerados para que a escolha da metodologia diagnédstica
seja assertiva. O momento da coleta da amostra bioldgica
levando-se em consideragao o dia de inicio dos sintomas é
o principal ponto critico para a realizacdo de um diagndstico
laboratorial seguro e preciso. Outros aspectos importantes
sao: situacao epidemiolégica da doenca; se na regiao perio-
dicamente ocorrem casos da dengue; a sazonalidade; a
utilizacdo de vacinas contra a dengue; a circulacdo de outros
flavivirus na mesma regiao.

O desenvolvimento de conjuntos de diagnéstico mais
sensiveis, especificos, rapidos e econdmicos, juntamente
com a facil utilizacdo em campo para regides relativamente
subdesenvolvidas do mundo, é de importancia crescente.

A constante atualizacdo dos profissionais com o acom-
panhamento das informacdes epidemioldgicas publicadas
pelos érgaos de satide do seu pais é importante para corre-
lacionar aos resultados obtidos. A participacdo em eventos
cientificos, treinamentos e acompanhamento da literatura
cientifica sdo fundamentais para a constante atualizagao sobre
as metodologias diagndsticas que estdo sendo utilizadas e
outras que venham a surgir com melhor especificidade e
sensibilidade diagnéstica.
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Dennis Armando Bertolini’, Luciana Dias Ghiraldi Lopes', Léo Shigueki Sato?

! Universidade Estadual de Maringd, Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina. Maringd, PR, Brazil.

2 Universidade Estadual de Maringa, Programa de Pds-graduacao em Ciéncias da Saude. Maringa, PR, Brazil.

Abstract

Dengue is an infectious disease caused by four serotypes of the dengue virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4), transmitted by mosquitoes of the
Aedes genus. The symptoms and severity of the disease can vary widely, from mild manifestations to severe and potentially fatal cases. Demographic
and social changes, such as population growth, urbanization and modern transportation, in addition to global warming, have contributed greatly to the
increased incidence and geographic spread of dengue. Clinically, dengue can be classified as dengue with and without warning signs and severe dengue,
with laboratory diagnosis being essential, especially in the identification of severe cases. This study provides important information on aspects related to
the diagnosis of this arbovirus, taking into account the physical structure of the laboratory and the epidemiological situation of dengue in the location
where the laboratory is located. Laboratory diagnosis can be performed using molecular and serological techniques and, although there are several
methodologies on the market, a critical point for a safe and accurate laboratory diagnosis will depend on the time of collection of biological material
in relation to the day of onset of symptoms. It is important to emphasize that infection by other flaviviruses, different serotypes/genotypes, sequential
infection and vaccination for dengue can cause interference in the result of a test. The development of more sensitive, specific, rapid and economical
diagnostic kits, enabling use in the field in underdeveloped regions, is of increasing importance, as is the constant updating of health professionals
involved in the dengue identification chain.

Keywords: Dengue; Clinical Laboratory Techniques; Flavivirus.

Resumo

A dengue é uma doenca infecciosa causada por quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), transmitidos por mosquitos
do género Aedes. A sintomatologia e a gravidade da doenca podem variar amplamente, desde manifestacdes leves até casos graves e potencialmente
fatais. Mudancas demogréficas e sociais, como crescimento populacional, urbanizacéo e transporte moderno, além do aquecimento global, contribuem
muito para o aumento da incidéncia e disseminagdo geogréfica da dengue. Clinicamente, a dengue pode ser classificada como dengue com e sem
sinais de alarme e dengue grave, sendo o diagndstico laboratorial imprescindivel especialmente na identificacdo de casos graves. Este estudo traz
informagoes importantes sobre aspectos relacionados ao diagndstico desta arbovirose, levando em consideracdo a estrutura fisica do laboratoério e
situacdo epidemiolégica da dengue na localidade de insercao laboratorial. O diagnéstico laboratorial é realizado mediante técnicas moleculares e
soroldgicas, sendo que o ponto critico para um diagndstico laboratorial com seguranca e precisdo depende do momento da coleta do material biol6gico
em relacdo ao dia de inicio dos sintomas. E importante ressaltar que a infeccdo por outros flavivirus, sorotipos/genétipos diferentes, infeccdo sequencial
e vacinagao para dengue podem provocar interferéncias no resultado de um teste. O desenvolvimento de conjuntos de diagnésticos mais sensiveis,
especificos, rdpidos e econémicos, possibilitando a utilizagdo em campo para regides subdesenvolvidas, é de importancia crescente, assim como a
constante atualizagéo dos profissionais de satide envolvidos na cadeia de identificacao da dengue.

Palavras-chave: Dengue; Técnicas de Laboratério Clinico; Flavivirus.
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INTRODUCTION

Dengue is an arboviral disease transmitted through the
bite of Aedes spp. mosquitoes. The infection is caused by one
of the four dengue virus serotypes (DENV1-4) and can vary
in symptomatology and severity. The dengue virus belongs
to the Flaviviridae family, the Orthoflavivirus genus, and the
Orthoflavivirus denguei species." The disease is hyperendemic
in tropical and subtropical regions worldwide, and it is
estimated that approximately 60% of the global population
will be at risk by the year 2080 in areas with environmental
suitability for the survival of the vector mosquito.??

The global incidence of dengue has increased sharply
over the past two decades, posing a substantial public health
challenge. In the Americas, from Epidemiological Week (EW)
1 to EW 50 of 2024, 12,902,122 suspected cases of dengue
were reported, representing a 166% increase compared to
the same period in 2023 and a 326% increase compared to
the five-year average.”In addition to these alarming figures,
all four dengue virus serotypes have been circulating in the
Americas up to EW 50 of 2024.%

Several factors are associated with the increasing risk
of dengue epidemic spread, including the expansion of
the primary vector’s range (mainly Aedes aegypti and Aedes
albopictus) in countries where there was no prior circulation
of the DENV virus; the consequences of El Niflo phenomena
in 2023 and climate changes leading to rising temperatures,
increased rainfall, and humidity, among other factors; as
well as challenges to a rapid epidemic response, such as
fragile healthcare systems amid the Covid-19 pandemic,
reporting delays, difficulties in identifying symptoms that may
contribute to severe cases, political and financial instabilities
in countries facing complex humanitarian crises, and large-
scale population movements due to urbanization.®

The exact incidence of dengue is difficult to determine.
However, of the 7.6 million dengue cases reported to the World
Health Organization (WHO) in 2024, more than seven million
were in the Americas. All age groups are equally susceptible
to the disease, but older adults and patients with chronic
conditions such as diabetes and hypertension are at higher risk
of progressing to severe cases and other complications that
may lead to death. Currently, the classification of dengue is
based on the WHO's revised guidelines, which stipulate that
cases should be reported as follows: dengue without warning
signs, dengue with warning signs (abdominal pain, persistent

vomiting, fluid accumulation, mucosal bleeding, lethargy, liver
enlargement, increased hematocrit with decreased platelet
count), and severe dengue (dengue with severe plasma
leakage, severe bleeding, or organ failure).”

In the context of primary patient care, most dengue
cases are diagnosed based solely on signs and symptoms,
leading to substantial uncertainty due to non-specific and
non-uniform case definitions.® Clinical diagnosis is of utmost
importance, as proper and early suspicion is crucial for a
favorable patient outcome. However, laboratory diagnosis
of dengue confirms the clinical presentation, helps guide
supportive treatment, particularly in atypical cases, rules
out other arboviral infections, and eliminates the need for
additional investigations.® Laboratory diagnosis is essential
foridentifying the dengue virus serotype infecting the patient,
especially due to the increased risk of progression to severe
denguein cases of secondary exposure to a different serotype.

Thus, given the growing expansion of dengue, the
prevalence and adaptation of the vector mosquito in regions
with suitable climates, and the non-specific nature of early
symptoms, this article aims to discuss aspects related to the
clinical and laboratory diagnosis of this arboviral disease.
The focus is on selecting the most appropriate diagnostic
approach, considering the timely collection of biological
samples, the laboratory's physical infrastructure, and the
epidemiological situation of dengue in the respective location.

DEVELOPMENT

Clinical Diagnosis

Dengueis an acute, systemic, and dynamic febrile disease
that can present a broad clinical spectrum, with some patients
progressing to severe forms, potentially leading to death.
Previously, dengue was classified as dengue fever (DF), dengue
hemorrhagic fever (DHF), and dengue shock syndrome (DSS).
19|n order to improve the management of dengue patients,
Brazil adopted the current case classification in 2014, as
revised by the WHO, which simplifies the initial approach into:
dengue with or without warning signs and severe dengue.”
This approach, besides being simpler to implement, assists
in medical decisions regarding where to treat the patient
and how to manage the treatment.

In this perspective, the clinical assessment for recognizing
warning signs of dengue is of utmost importance, as during
triage, itis possible to closely monitor the clinical progression
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and anticipate cases where hospitalization is necessary. Signs
such as plasma leakage and/or hemorrhages can lead the
patient to severe shock and death; therefore, timely and early
identification helps prevent severe progression.©

Dengue virus (DENV) infection can be asymptomatic or
symptomatic. When symptomatic, it causes a disease with
a broad clinical spectrum, ranging from oligosymptomatic
forms to severe cases, which can progress to death. It may
present three clinical phases: febrile, critical, and recovery.®

The first manifestation is fever, which lasts from 2 to 7
days, usually high (39°C to 40°C). It has an abrupt onset and
is associated with headache, fatigue, myalgia, arthralgia,
and retro-orbital pain. Anorexia, nausea, and vomiting may
be present, as well as diarrhea, which consists of three to
four bowel movements per day with pasty stools, aiding the
differential diagnosis with gastroenteritis caused by other
factors. After the febrile phase, most patients progressively
recover, with improvement in their general condition and
return of appetite.®

Rash occurs in approximately 50% of cases and is
predominantly maculopapular, affecting the face, trunk, and
limbs in an additive pattern, including the soles of the feet
and palms of the hands. It may present in other forms with or
without pruritus, often appearing after the fever subsides.®

The critical phase begins with the defervescence (decline)
of fever between three and seven days after the onset of the
disease.This phase may be present in some patients and can
signal the onset of progression to severe forms. For this reason,
differentiated clinical management measures and monitoring
should be immediately adopted. Warning signs, when present,
emerge during this phase of the disease and can be detected
by anincrease in hematocrit.”? These signs are characterized
by abdominal pain, persistent vomiting, fluid accumulation
in cavities (ascites, pleural and pericardial effusion), postural
hypotension, lethargy, and irritability, followed by mucosal
bleeding signs and progressively increasing hematocrit. Most
warning signs result from increased vascular permeability,
marking the onset of the patient’s clinical deterioration and
possible progression to shock due to plasma leakage.®

Severe forms of the disease can manifest as shock or
fluid accumulation with respiratory discomfort due to severe
plasma leakage.”

The clinical diagnosis of dengue is often considered
challenging, especially in areas with a low number of cases
orin regions where other diseases with nonspecific initial
symptoms are prevalent, which may mimic the spectrum of
the disease caused by DENV infection. Accurate diagnosis
is crucial, particularly in severe cases, due to the different
treatment approaches for dengue-induced shock and
shock resulting from sepsis, for example. In this context,
laboratory diagnosis is a tool that complements clinical
perception and supports decision-making regarding
patient management.

Laboratory Diagnosis

Accurate and efficient diagnosis of dengue is essential
for effective outbreak control,"" epidemiological studies,
and clinical management and assessment of individual
patients, particularly if new and specific therapeutic agents are
discovered. Additionally, available tests should be capable of
detecting all stages of dengue, from asymptomatic infections,
influenza-like syndromes, to severe disease, including DHF/
DSS.7? Early diagnosis followed by supportive care and
symptomatic treatment through fluid replacement are key
to survival in cases of severe dengue infection."®

Laboratory diagnosis is responsible for identifying
the etiological agent causing specific symptoms. In
most countries where DENV is endemic, there is usually
cocirculation of other arboviruses, such as the Japanese
encephalitis virus (JEV) in Southeast Asia, the Saint Louis
encephalitis virus (SLEV), yellow fever virus (YFV), Zika virus,
and Chikungunya virus in Latin America, or the West Nile
virus (WNV) in the Caribbean.%'

From a laboratory perspective, DENV infection can
be identified through two main approaches: virological
tests and serological tests. These can be conducted using
direct and indirect methods. Direct methods include viral
isolation, nucleic acid detection (RT-PCR), and detection of
the NS1 protein. Indirect methods involve the detection of
antibodies of the IgM and IgG classes. Currently, indirect
methods are more accessible for diagnosis, as they do not
require complex laboratory infrastructure. However, direct
methods are more reliable, as they detect the virus itself or
viral antigens (Figure 1).
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The virological diagnosis of DENV is primarily made
through virusisolation via cell culture,"®molecular techniques
such as reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR),"7'® and detection of a viral antigen, the NS1
protein, through remote laboratory tests or enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA).

The correct choice of laboratory test for dengue diagnosis
is directly related to the stage of the disease, i.e., the number
of days that have passed since the onset of symptoms. The
acute viremic phase of arboviral infection is often missed—
not only in patients from endemic regions with limited or
inaccessible medical assistance but also in returning travelers
and migrants who generally only seek medical care when
symptoms persist or worsen beyond the febrile stage. At
this stage, despite reports that the virus persists for longer
periods in sanctuaries (e.g., central nervous system, joints,
and urogenital tract), direct methods for detecting the virusin
the blood may yield negative or nonspecific results once the
dengue virus has been cleared by the immune system.(1*20

Direct methods (virus isolation, RT-PCR, and NS1 protein)
should ideally be performed at the onset of the disease,
preferably within the first five days after symptom onset

(acute phase), as this is the period when the virus is present
in the body (viremia period). The presence of the NS1 protein
can be detected for a slightly longer period, up to the ninth
day after symptom onset, depending on the sensitivity
of the test used. In general, NS1 protein concentration
in the serum decreases over the course of the infection,
reducing detection sensitivity. Sensitivity may also be lower
in secondary infections and vary according to different
DENV serotypes. Although the temporal kinetics of the NS1
protein differ between primary and secondary infections, it
is generally not possible to determine whether the patient’s
acute infection is primary or secondary during the sample
analysis using this marker.?'2)

Molecular methods can be multiplex types, such as
multiplex PCR for dengue, Zika virus, and Chikungunya,
which are particularly useful in cases with no well-defined
clinical suspicion. However, when a dengue case meets the
established diagnostic criteria and the clinical presentation is
consistent, itis recommended to prioritize specific (singleplex)
tests for virus detection.?” These tests require higher technical
expertise and adequate laboratory infrastructure, which can
limit their availability.
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Indirect methods are tests that detect anti-DENV
antibodies and are primarily performed through ELISA,
hemagglutination inhibition (HI) techniques,?*3? and plaque
reduction neutralization tests (PRNT).""3*"These tests should
be conducted after the seventh day from symptom onset,
as this is when antibody levels, particularly IgM, can be
reliably detected (Figure 2). However, given the possibility
of cross-reactivity with other flaviviruses (e.g., Zika virus,
yellow fever virus) and nonspecific detection of IgM, the
use of IgM capture immunoenzymatic technique (MAC-
ELISA) is preferred.®”

Immunochromatographic tests currently allow for the
detection of the NS1 protein and IgM and IgG antibodies,
using dual platforms, known as "DUQ" tests."? In clinical
laboratory practice, DUO and ELISA tests are the most
commonly used due to their ease of execution, rapid results,
low cost, and the fact that they do not require sophisticated
equipment or complex laboratory infrastructure.

In a primary infection, the correct timing for sample
collection must be strictly followed due to the absence of
immune system sensitization. For RT-PCR and NS1 detection,
the sample should preferably be collected within the first
five days after symptom onset. For IgM detection, biological

PRIMARY INFECTION
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Risk of severe
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P 4‘5‘9
Viral infection

material should be collected after the seventh day from
symptom onset (Figure 2).

In a secondary infection, as the immune system already
has immunological memory against the dengue virus, the
detection window for viral RNA (RT-PCR) and NS1 will be
shorter, and the detection of IgM and IgG will occur earlier.In
this case, IgM will be present at lower concentrations, while
1gG will be significantly higher compared to primary infection
due to the anamnestic response (Figure 2).

The isolated detection of IgG in single samples has
limited diagnostic value, as IgG antibodies persist for a long
period. When only this test is used to confirm infection, a
quantitative test is required, with samples collected during
both the acute phase and the convalescent phase to detect
IgG seroconversion or a fourfold or greater increase in
IgG titers between the two samples.®® Additionally, IgG
antibody cross-reactivity among viruses of the same genus
also limits its standalone use for diagnosis. With the growing
circulation of other arboviruses and viruses with similar clinical
manifestations, such as SARS-CoV-2, the interpretation of
serological tests can become challenging. Furthermore, in
endemic areas, patients may present co-infections, whichin
some cases can lead to underdiagnosis of dengue.
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It has been previously reported that the IgG capture
ELISA test for DENV can distinguish between primary and
secondary infections based on early convalescent phase
samples.®*3% Using the Panbio IgM and IgG capture ELISA in
samples collected up to 8 days post-symptom onset (PSO),
Vaughn et al. (1999)®¥ observed that 100% of primary DENV
infections and 95% of secondary infections could be correctly
classified. Classification was based on IgM/cut-off (CO) values
of =1 and IgG/CO < 3 for primary infections, and IgG/CO
> 3 for secondary infections (Figure 2). Similarly, Vazquez
et al.,® when testing samples collected 5 to 7 days after
symptom onset, reported a high concordance rate (95.5%)
between the Panbio IgM and IgG capture ELISAs and their
reference method for distinguishing primary and secondary
DENV infections.®®

More recent studies suggest that antibodies against
the NS1 protein exhibit greater specificity compared to
those targeting the envelope protein, which may enhance
diagnostic accuracy.®*3¢3” However, as NS1 detection is
primarily performed through immunochromatographic tests,
Pan American Health Organization (PAHO) recommends its
use be restricted to community studies under established
protocols, as its low sensitivity can result in false negatives. To
rule out infection or guide appropriate medical interventions,
confirmation through more sensitive methodologies is
essential.”

According to PAHO,?”the most significant limitations of
serological methods are:

A positive result for IgM in a single sample is only

presumptive of an acute infection, as the detected

antibodies may originate from another recent infection
not necessarily related to the acute condition;

« Indiseases for which thereis a vaccine (e.g., dengue and
yellow fever), the detected antibodies may also stem
from recent vaccination;

«  The persistence of IgM antibodies has not yet been fully
characterized for infections caused by DENV, CHIKV, ZIKV,
and YFV. Some data suggest that these antibodies may
persist longer than initially thought;©8-4%

« Inthe case of IgG antibodies, which persist longer than
IgM antibodies, their detection in a single sample allows
only provisional interpretation. To confirm acute infection
in a laboratory, paired samples are required: one from the
acute phase and another from the convalescent phase.
IgG seroconversion (a negative result in the acute-phase
sample and a positive result in the convalescent-phase

sample) or a fourfold or greater increase in IgG or
neutralizing antibody titers between the two samples
confirms acute infection;

«  Confirmation of the etiological agent is limited by the
cross-reactivity of serological tests in infections caused
by viruses of the same genus or due to vaccination
against them;

«  Cross-reactivity is more common in secondary
infections than in primary infections. Therefore, in areas
where multiple flaviviruses cocirculate — a current
epidemiological situation in much of the Americas —
the likelihood of cross-reactivity is high. Cross-reactivity
has also been observed among different alphaviruses
(e.g., Chikungunya and Mayaro viruses), although it has
not been as extensively characterized as in flaviviruses.

Despite these various limitations, PAHO?” also determines
that serological tests should be part of the diagnostic methods
for arboviruses due to the following reasons:

1. The use of virological methods depends on timely
obtained samples, as patients may present for diagnosis
after the viremic phase has passed;

2. Virological methods are not always available, as they
require specific laboratory space and equipment;

3. Serological methods (particularly in-house ELISA tests)
are less expensive and simpler to execute than virological
methods, and they can be more easily implemented
across a network of local laboratories;

4. Combining virological and serological methods can
improve the sensitivity and specificity of diagnosis;“'#?

5. Serological methods are essential when the virus and
its components are less frequently found in biological
samples, such as in newborns with congenital Zika
syndrome or in patients with neurological syndromes
associated with ZIKV or other arboviral infections.

The initial infection with any DENV serotype provides
incomplete protection against all four serotypes due
to temporary cross-reactivity among them. After the
neutralization of immunological memory, a protective
response may be achieved if the patient is reinfected with
the same serotype. It is well established that there is a strong
association between secondary infections with a different
DENV serotype and severe dengue. Subsequent infections
with different serotypes are associated with severe forms
of the disease and pose serious complications, including
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mortality risk.”® The involved pathogenesis may be related
to antibody-dependent enhancement (ADE), and certain
serotypes, such as DENV-2, 3, and 4, appear to be linked to
greater severity in patients who have previously had dengue.
“4 Laboratory identification of the serotype causing the
infection provides information that contributes to better risk
assessment by the healthcare team, facilitating appropriate
management of patients during subsequent infections with
different serotypes.“?

In this context, the laboratory results from virological
tests (viral RNA detection and serotype identification) and
serological tests (detection of NS1, IgM, and 1gG) play a key
role in dengue surveillance and outbreak management.
Expanding active and passive vector surveillance activities,
using geospatial management of dengue cases with early
identification of regions with high transmissibility, can
be achieved by more effectively utilizing the supporting
infrastructure available in universities and reference centers,
forming a network integrated with the Unified Health System
(SUS - Sistema Unico de Saude). Modern techniques of
genomic sequencing of samples should also be encouraged,
as comparisons with existing sequences in databases may help
determine epidemiological changes that lead to increased
potential for dissemination or severity.“®

The availability of dengue vaccines marked a new
epidemiological and laboratory context. In 2015, the National
Health Surveillance Agency (ANVISA) approved the Dengvaxia
vaccine (Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.), which in 2017
underwent a change in its labeling to indicate its use only
for individuals who had previously contracted dengue. This
change was made due to the potential for exacerbation linked
to the temporary cross-reactive immunological memory
mentioned earlier. As a result, healthcare professionals were
required to conduct a more thorough evaluation and, if
necessary, request serological tests for patients without a
confirmed history of dengue virus exposure.

In 2023, ANVISA approved a new dengue vaccine, Qdenga
(Takeda), which became available in the public health system
in 2024, targeting children and adolescents aged 10 to 14
years. Additionally, new vaccines are in advanced stages of
development, such as the vaccine from the Instituto Butantan,
Brazil. Therefore, clinical laboratories, when performing a
serological test for dengue, must be mindful of the possibility
that the patient may have already received the dengue vaccine.

This situation underscores the need for access to
methodologies that allow for differential and complementary

diagnoses to distinguish between natural infections and vaccine
responses, ensuring effective epidemiological surveillance.

FINAL CONSIDERATIONS

Although most arboviral infections are asymptomatic or
self-limiting, laboratory diagnosis of dengue plays a crucial
role in this context. As dengue is the most common arboviral
disease, accurate diagnosis and proper management are
essential given the potential risk of complications such
as dengue hemorrhagic fever (DHF). The use of advanced
techniques, such as RT-PCR, detection of the NS1 viral protein,
and IgM serology (IgM capture), ensures both speed and
precision in diagnosis.

However, several important factors must be considered to
ensure that the chosen diagnostic methodology is effective.
The timing of biological sample collection, taking into account
the day of symptom onset, is the primary critical factor for
achieving a safe and accurate laboratory diagnosis. Other
important considerationsinclude the epidemiological situation
of the disease, whether dengue cases occur periodically in
the region, seasonality, the use of dengue vaccines, and the
circulation of other flaviviruses in the same region.

The development of diagnostic tools that are more
sensitive, specific, rapid, and cost-effective, coupled with
easy application in the field for relatively underdeveloped
regions of the world, is of increasing importance.

Continuous professional updates, including tracking
epidemiological information published by national health
agencies, are crucial for correlating results. Participation in
scientific events, training programs, and following scientific
literature are fundamental for staying updated on current
diagnostic methodologies and any future ones with better
specificity and sensitivity.
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Resumo

Objetivo: Destacar a relevancia do tratamento de neoplasias linfoides com células CAR-T como uma abordagem inovadora e promissora no campo da
onco-hematologia. Métodos: Este estudo se baseou em uma revisao da literatura atual e em uma analise critica dos estudos clinicos e experimentais
relacionados ao uso de células CAR-T no tratamento de neoplasias linfoides. Foram considerados os principios de funcionamento, a eficacia, a seguranca
e as limitagOes dessa terapia. Resultados: Os estudos analisados revelaram que as células CAR-T tém mostrado resultados promissores no tratamento de
neoplasias linfoides. A capacidade de direcionar células T modificadas para reconhecer especificamente antigenos presentes nas células cancerigenas
oferece uma abordagem terapéutica altamente direcionada. Além disso, foram observados altos indices de resposta completa em alguns ensaios clinicos.
Conclusao: O tratamento de neoplasias linfoides com células CAR-T representa uma abordagem que oferece uma nova esperanca para pacientes com
doencas hematoldgicas graves. Embora haja desafios a serem superados, os resultados até o momento sao encorajadores. O futuro da terapia CAR-T
no tratamento de neoplasias linfoides dependera do desenvolvimento de estratégias mais seguras e acessiveis, bem como de uma pesquisa continua
para melhorar sua eficacia.

Palavras-chave: Células CAR-T, leucemia linfoblastica, linfoma.

Abstract

Objective: To highlight the relevance of the treatment of lymphoid neoplasms with antigen-specific CAR-T cells as an innovative and promising approach
in the field of oncohematology. Methods: This study was based on a comprehensive review of current literature and a critical analysis of clinical and
experimental studies related to the use of CAR-T cells in the treatment of lymphoid neoplasms. The operating principles, efficacy, safety and limitations
of this therapy were considered. Results: The analyzed studies revealed that antigen-specific CAR-T cells have shown promising results in the treatment of
lymphoid neoplasms. The ability to target engineered T cells to specifically recognize antigens present on cancer cells offers a highly targeted therapeutic
approach. In addition, high complete response rates have been observed in some clinical trials. Conclusion: The treatment of lymphoid neoplasms with
antigen-specific CAR-T cells represents an approach that offers new hope for patients with severe hematological diseases. Although there are challenges
to be overcome, the results so far are encouraging. The future of CAR-T therapy in the treatment of lymphoid neoplasms will depend on the development
of safer and more affordable strategies, as well as continued research to improve their effectiveness.
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INTRODUGCAO

As neoplasias linfoides originam-se da transformacao
maligna de células do tecido linfoide em diferentes estagios
do seu processo natural de maturacédo.” Desta forma, pode-
mos destacar entre essas neoplasias a leucemia linfoblastica
aguda (LLA), que tem origem em uma célula progenitora
linfoide capaz de se diferenciar em linfécitos T ou B, a leuce-
mia linfocitica crénica (LLC), que surge com a transformacéo
de um progenitor mais maduro do linfdcito B, e o mieloma,
que envolve uma célula em um estagio ainda mais tardio na
maturacao do linfécito B.? A Organizagdao Mundial de Saude
(OMS) reconhece uma variedade de neoplasias linfoides,
classificadas de acordo com suas caracteristicas imunofe-
notipicas, genéticas e clinicas.®?

As neoplasias deste grupo apresentam, além de uma
grande diversidade morfoldgica, um amplo espectro de mani-
festacoes clinicas.” Essa diversidade se reflete nos tratamentos
aos quais essas patologias sdo responsivas.” Nos casos de falha
naresposta ou recaida apos o tratamento inicial, é considerado
o transplante de células-tronco."” Doenca refrataria e recaida
sdo dois dos principais desafios no tratamento de neoplasias
hematoldgicas."” Diversas modalidades de imunoterapia tém
se mostrado promissoras na tentativa de induzir remissao de
longo prazo em neoplasias refratarias ou recaidas.®®

Apesar dos evidentes avancos terapéuticos nos ultimos
anos, as neoplasias linfoides ainda apresentam um mau prog-
nostico e alternativas terapéuticas tem sido alvo de pesquisas
e ensaios clinicos.” Nesse contexto, a terapia com células T
apresentando receptor quimérico de antigeno (CAR-T) tem
alcangado resultados promissores, tendo o FDA aprovado
cinco tratamentos baseados em células CAR-T para neoplasias
hematoldgicas.® Esse tratamento baseia-se na reprograma-
¢ao das células do préprio paciente e direcionamento destas
contra as células tumorais.”

As células CAR-T sdo células do sistema imunoldgico
geneticamente modificadas (Figura 1) para expressar um
receptor quimérico especifico para um antigeno de superficie
encontrado nas células malignas.® Esses receptores quimé-
ricos sdo projetados para direcionar e reconhecer especifi-
camente as células tumorais, ativando uma resposta imune
direcionada e mais potente contra as células malignas (Figura
2).%19 No caso das neoplasias linfoides, as células CAR-T sdo
direcionadas a antigenos especificos encontrados nas células
linfoides neoplasicas."® Esses antigenos alvo podem variar
conforme o tipo de neoplasia linfoide."” Ao direcionar esses
antigenos, as células CAR-T podem eliminar seletivamente as
células tumorais (Figura 3),1'? poupando as células saudaveis
do sistema linfatico.®
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Fonte: Adaptado de Butantan; USP; Hemocentro de Ribeirao Preto, 2022.
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K562-CD19

Mecanismo de acdo das células CAR-T.

Fonte: Lee etal., 2020.

Visualizacao da holotomografia, técnica de microscopia que permite se obter imagens tridimensionais e em tempo real do comportamento das células CAR-T diante das
células alvo.

Fonte: Lee et al., 2019.

A trajetéria da terapia CAR-T (Figura 4), desde suas relacionados as células CAR-T, leucemia linfoblastica e
origens até sua disseminagao no Brasil, € uma narrativa de linfoma, no periodo de cinco anos. A pesquisa utilizou o
inovacao e esperanca no tratamento do cancer."® Nesse banco de dados PubMed como fonte de informacgdes para
contexto, o objetivo desta revisao foi analisar estudos se observar o estado da arte.
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Criado o primeiro receptor quimérico de antigeno (CAR)

Neste ano, cientistas realizaram um avango fundamental ao desenvolver o primeiro CAR, também conhecido como Receptor Quimérico de Antigeno.
Esse CAR foi incorporado as células T, criando as células CAR-T. Essas células modificadas passaram a expressar receptores especificos, permitindo
que identificassem e se ligassem aos tumores. Essa descoberta desencadeou uma revolugao na terapia do cancer.

Uso de vetores retrovirais para introducao de genes nas células T

O imunologista americano Michael Sadelain, do MID, comecou a utilizar vetores retrovirais para introduzir genes nas células T. O objetivo era
modificar essas células para que atacassem tumores especificos.

—
O
O
=

Isolamento de células T especificas

Pesquisadores do Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSK) em Nova York aprenderam a isolar células T especificas para uso em transplantes
de células tronco, visando prevenir tumores causados por virus.

—
O
O
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Introducao da molécula coestimuladora CD-28

A equipe de Michael Sadelain introduziu a molécula coestimuladora CD-28 em células T modificadas (CAR-T), o que permitiu que elas permanecessem
ativas no organismo, tornando-as mais eficazes na luta contra o cancer.

Construgao das primeiras células CAR-T eficazes in vitro

Pesquisadores do MSK construiram as primeiras células CAR-T eficazes, direcionadas contra antigenos especificos do cancer. Essas células
demonstraram a capacidade de sobreviver, se multiplicar e matar células cancerosas em testes laboratoriais, validando a viabilidade da terapia.

Células CAR-T matam células de leucemia em animais

O grupo de pesquisadores do MIT demonstrou que as células CAR-T contendo a molécula coestimuladora CD-19 eram capazes de matar células
leucémicas em camundongos.

Estabelecimento do processo de fabricacao de células CAR-T

A mesma equipe do MIG foi pioneira no desenvolvimento do processo de fabricacao de células CAR-T contendo a molécula CD-19, destinadas ao
tratamento de pacientes com leucemia resistente a quimioterapia e recidiva. O sucesso do processo e a eficacia das células foram comprovados.

Primeiros pacientes com leucemia curados com CAR-T

Dois pacientes com leucemia linfobléstica crénica em estagio terminal foram voluntarios no primeiro ensaio clinico da terapia CAR-T, realizado
na Universidade da Pensilvania. Ambos alcancaram remissdo completa e permaneceram livres do cancer até hoje. As células CAR-T ainda sdo
detectéveis em seus organismos uma década depois.

Primeira crianca com leucemia recebe a CAR-T

Emily Whitehead, com 7 anos na época, se tornou a primeira crianca a receber a terapia CAR-T. Ela estava internada com leucemia terminal e foi
tratada com sucesso pela equipe de Stephan Grupp, no Hospital Infantil da Filadélfia. As células CAR-T salvaram sua vida, e a remissao dos tumores
foi completa.

Aprovacéo da CAR-T pela FDA

Ap0s varios ensaios clinicos bem-sucedidos, a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos aprovou a terapia CAR-T para o tratamento
de casos terminais de leucemia e linfoma. Atualmente, a FDA ja aprovou cinco terapias CAR-T diferentes.

Primeiros pacientes recebem CAR-T no Brasil

O Centro de Terapia Celular do Hemocentro de Ribeirdo Preto (CTC-USP) aplicou a terapia experimentalmente em pacientes com canceres do
sangue, como linfoma e leucemia, que ndo tinham mais op¢des de tratamento. A maioria desses pacientes alcancou remissao.

Criacdo do Programa de Terapia Celular do Instituto Butantan, USP e Hemocentro

A tecnologia CAR-T se difundiu no Brasil com a criagdo de novos centros de producao de terapia celular para cancer pelo Instituto Butantan, pela
Universidade de Séo Paulo (USP) e pelo Hemocentro de Ribeirdo Preto. Essas unidades tém capacidade para tratar centenas de pacientes por ano,
representando um marco importante no acesso a terapia CAR-T no pais.
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Os principais marcos na jornada do tratamento com células CAR-T.

Fonte: Adaptado de Moon, 2023.%
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada exclusivamente com textos
cientificos para revisao da literatura que recorreram exclusi-
vamente as fontes bibliogréficas, de cunho académico-cien-
tifico, apds a experiéncia dos autores com a tematicaem um
centro especializado de onco-hematologia que, conforme a
Resolucdo CNSn.°510, de 2016, sédo dispensadas de registro
e avaliacao pelo Sistema CEP/Conep: O objetivo foi analisar
estudos relacionados as células CAR-T, leucemia linfoblastica
e linfoma, no periodo de cinco anos. A pesquisa utilizou o
banco de dados PubMed como fonte de informacdes para
se observar o estado da arte.

Para a selecao dos estudos, foram estabelecidos critérios
deinclusao que englobaram a disponibilidade de texto com-
pleto gratuito e ainclusdo de ensaios clinicos. Por outro lado,
os critérios de exclusdo abrangeram estudos que envolviam
outros tipos de neoplasias.

Essa pesquisa teve como intuito fornecer uma visao
atualizada sobre o uso das células CAR-T no tratamento da
leucemia linfoblastica e do linfoma, explorando os ensaios
clinicos disponiveis na literatura cientifica nos tltimos cinco
anos. A revisao da literatura permitiu a compilacdo e analise
de estudos relevantes para a area, contribuindo para a com-
preensdo dos avancos e desafios nesse campo.

RESULTADOS

Ramos et al. (2018) detalharam um caso clinico extrema-
mente relevante envolvendo um paciente do sexo masculino,
com 52 anos, que recebeu um diagnéstico de linfoma difuso
de grandes células B."? O contexto histérico do paciente
revelou informacgdes importantes sobre sua jornada de
tratamento.'? O histérico clinico do paciente é notavel
por seu tratamento anterior.'” O transplante autélogo de
células-tronco é um procedimento padrdo que envolve
a coleta das proprias células-tronco do paciente, sequida

de uma intensa quimioterapia de alta dose, e, por fim, a
reinfusao das células-tronco para ajudar na recuperacgao
do sistema hematopoiético."” No entanto, é preocupante
observar que, apesar desse tratamento anterior, o paciente
experimentou uma recaida da doenca."® Uma recaida indica
que o linfoma voltou a se manifestar apds um periodo inicial
de remissao, sugerindo que o tratamento anterior nao foi
suficiente para controlar a progressdo da doenca de forma
duradoura. Nesse contexto, a descricao do caso clinico
sugere que as células CAR-T foram consideradas como uma
opcao de tratamento subsequente a falha do tratamento
anterior."9 Essa abordagem é notavel porque as terapias
CAR-T tém demonstrado eficacia em tratar certos tipos de
linfomas, especialmente quando outros tratamentos ndo
foram bem-sucedidos.?

O paciente em questao passou por um tratamento
que incluiu a terapia com células CAR-T apds uma etapa de
quimioterapia linfodepletora.'® A linfodeplegao é um passo
importante antes da infusdo das células CAR-T, pois ajuda
a criar um ambiente mais propicio para que essas células
modificadas atuem de forma eficaz, diminuindo a competicdo
com as células do sistema imunoldgico do paciente.'” Uma
etapa crucial na avaliacdo da resposta ao tratamento foi a
realizacao de um segundo PET scan (Figura 5), que ocorreu
6 semanas apos a infusao das células CAR-T."? Esse exame
é fundamental para monitorar a disseminacao do cancer e
para avaliar a eficacia do tratamento."? Os resultados desse
segundo PET scan foram altamente encorajadores, indicando
uma resposta completa (RC)."” Uma resposta completa no
PET scan é um marco significativo no tratamento de pacientes
com cancer."? [sso significa que, segundo as imagens obtidas,
nao foram identificadas dreas no corpo que demonstrassem
atividade metabdlica anormal, o que sugere a eliminagao
quase completa das células cancerigenas."® Essa € uma
conquista notavel, indicando que o tratamento com células
CAR-T teve um impacto extremamente positivo no controle
e na regressao do linfoma difuso de grandes células.
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Visualizagdo do PET scan na fase pré-infusao de CAR-T e 6 semanas pés-infusao apresentando uma resposta completa.

Fonte: Adaptado de Ramos et al., 2018.

Ramos et al. (2018) também apresentam um caso clinico
envolvendo um paciente masculino de 67 anos diagnosti-
cado com linfoma difuso de grandes células B."? O histérico
desse paciente é notavel por sua trajetéria complexa de tra-
tamento. Apds ndo conseguir avancar para o transplante
de células-tronco, apesar de ter passado por dois regimes
de resgate, o paciente foi submetido a um protocolo que
envolveu linfodeplecdo seguida da infusdo de células CAR-T.
19 No entanto, a evolugao do paciente apds o tratamento
com células CAR-T foi marcada por complicagdes notaveis.”
Dez dias ap6s a infusao das células CAR-T, ele desenvolveu
febre e taquipneia, o que levou a sua internacao no hospital.
19 A ocorréncia desses sintomas é preocupante, pois pode
sugerir uma reacdo adversa ao tratamento ou a presenca
de complicacdes associadas a terapia CAR-T.® Ao analisar
os marcadores inflamatoérios do paciente, incluindo a pro-
teina C-reativa (PC-R), que atingiu um pico de 12,2mg/dL
no 11° dia, e a interleucina 6, que aumentou de 6,3pg/mL
no inicio do estudo para um pico de 91,2pg/mL no 11° dia,

foi identificada uma elevacao."? Esses resultados indicam
que o paciente estava experimentando uma sindrome de
liberagao de citocinas (SLC) leve.®

Abdo et al. (2020) apresentaram graficos de Kaplan-Meier
que foram utilizados para comparar e analisar os resultados de
dois grupos de pacientes tratados com diferentes abordagens
terapéuticas relacionadas as células CAR-T."™ Um aspecto
notdavel desse estudo foi que os pacientes foram divididos
em dois grupos distintos: um que recebeu células CAR-T
recém-modificadas usando a abordagem point-of-care e outro
que recebeu células CAR-T que foram expandidas durante 8
dias e cultivadas conforme o protocolo tradicional.’

DISCUSSAO

A avaliacdo por estudo de imagem realizada 6 semanas
apos a infusao de CAR-T é uma etapa essencial no acompa-
nhamento de pacientes submetidos a esse tratamento,'”
e normalmente é conduzida por meio de um PET scan ou
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tomografia por emissao de pésitrons.'® O PET scan é uma
ferramenta altamente sensivel que permite a deteccao de
areas do corpo que continuam metabolicamente ativas.
(19 Essa atividade metabdlica pode indicar a presenca de
células cancerigenas remanescentes, o que é fundamental
para avaliar a eficacia do tratamento com células CAR-T.19 A
interpretacdo dos resultados do PET scan é fundamental para
categorizar o progresso da doenca e determinar a resposta
ao tratamento."? Os critérios estabelecidos como resposta
completa, resposta parcial, doenca progressiva e doenca
estavel, servem como uma base objetiva para avaliar a eficicia
do tratamento."” A resposta completa indica a eliminacao
completa das células cancerigenas, enquanto a resposta
parcial sugere uma reducao significativa no tumor.? Por
outro lado, a doenca progressiva indica que a condi¢ao do
paciente esta piorando, e a doenca estavel sugere que nao
houve mudangas significativas na doenca.” A combinagao
de tecnologia de imagem avancada, como o PET scan, e
critérios de resposta bem definidos permite uma avaliacdao
precisa e objetiva da eficicia da terapia com células CAR-T.
(19 |sso, por sua vez, auxilia na tomada de decisbes clinicas
importantes e na adaptagao do tratamento para atender as
necessidades especificas de cada paciente, contribuindo
assim para melhorar os resultados.!'”

A combinacao da linfodeplecdo por quimioterapia
seguida pela infusdo de CAR-T, acompanhada por ensaios
de citotoxicidade utilizando a proteina C-reativa (PC-R) e a
interleucina 6 (IL-6), representa uma abordagem completa
e integrada para o tratamento e avaliacdo da eficacia em
pacientes que passam por terapia CAR-T."® Ainclusdo desses
marcadores bioldgicos, PC-R e IL-6, nos ensaios clinicos pode
ser significativa por varias razdes importantes.'® Primei-
ramente, a PC-R é uma proteina produzida em resposta a
inflamacdes no corpo.® Quando os niveis de PC-R aumen-
tam apos a infusdo de CAR-T, isso pode ser um indicativo
de uma reacdo inflamatdria em resposta a destruicao das
células cancerigenas pelas células CAR-T.'® Essa informacao é
valiosa, pois pode ajudar a monitorar e entender as respostas
imunoldgicas do paciente ao tratamento."® Um aumento
acentuado nos niveis de PC-R pode sugerir uma resposta
robusta do sistema imunolégico, o que pode ser desejavel em
certos contextos terapéuticos, enquanto niveis moderados
ou estaveis podem indicar uma resposta mais controlada.®
Em segundo lugar, a interleucina 6 (IL-6) é uma citocina que
desempenha um papel fundamental na requlacao da resposta
imunoldgica e na modulacao dainflamacao."® Medir os niveis
de IL-6 pode fornecer informagdes importantes sobre como o

sistema imunoldégico esta sendo ativado ou modulado pelas
células CAR-T."9 |sso é essencial para entender ndo apenas
a eficacia do tratamento, mas também os potenciais efeitos
colaterais e complicacdes associadas a terapia CAR-T.M® O
controle adequado da resposta inflamatéria e imunolégica
é crucial para a seguranca e o bem-estar dos pacientes.®
Portanto, a inclusao da PC-R e da IL-6 nos ensaios clinicos
relacionados a terapia CAR-T fornece uma visao detalhada da
resposta do corpo ao tratamento.® Esses marcadores podem
auxiliar os profissionais de saude a ajustar e personalizar a
terapia conforme as necessidades individuais do paciente,
maximizando os beneficios terapéuticos e minimizando os
riscos potenciais.'® Além disso, essa abordagem integrada
contribui para o avanco do conhecimento cientifico na areae
para o aprimoramento continuo da terapia CAR-T como uma
opcao de tratamento eficaz para pacientes com cancer."?

Uma abordagem comum na pesquisa pré-clinica para
avaliar a eficacia e a seguranca da terapia CAR-T envolve a
utilizacdo de modelos de camundongos imunodeficientes
que foram previamente enxertados com diferentes tipos de
leucemia de células B." O processo de modificacao gené-
tica utilizado nesses estudos é mediado por um transposon
conhecido como "Sleeping Beauty" e um aspecto notavel é
a aplicacao da técnica point-of-care, que se refere a um pro-
cesso rapido e localizado, realizado no préprio laboratério,
sem a necessidade de enviar amostras ou experimentos para
instalacoes distantes.

O exame de PET scan é uma ferramenta essencial no
estagio pré-infusdo para mapear a disseminacgao do cancer
e identificar areas de atividade tumoral."® E um exame que
utiliza uma substancia radioativa chamada radiofarmaco para
visualizar as células do corpo que consomem mais glicose,
como as células cancerosas.'” A obtencao de uma resposta
completa no PET scan ap6s o tratamento com células CAR-T
é um resultado altamente positivo e indica a eficacia do
tratamento."” Quando falamos em uma resposta completa,
estamos nos referindo ao fato de que nao ha evidéncias
visiveis de atividade tumoral em nenhuma parte do corpo
que tenha sido avaliada."? Isso significa que todas as lesdes
tumorais anteriores, que eram detectaveis no PET scan
pré-tratamento, nao estao mais presentes ou ndao mostram
atividade metabdlica, o que é um sinal encorajador de que
o tratamento esta sendo bem-sucedido.?

Comparar os resultados de um exame PET scan realizado
apos 6 semanas da infusao CAR-T com um estudo anterior de 6
meses pos-infusdo nos permitiu avaliar duas fases distintas do
tratamento e fornecer informagdes valiosas sobre o progresso
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do paciente.’” O exame de 6 semanas avalia a resposta inicial
e a eficacia aguda do tratamento."” Neste ponto, observa-se
como as células CAR-T estao respondendo imediatamente
ao cancer."” E uma janela critica para identificar qualquer
sinal precoce de sucesso ou desafio no tratamento.'” Por
outro lado, o estudo de 6 meses pds-infusdo se concentra
na estabilidade da resposta completa e na observacédo da
remissao a longo prazo."” Isso é fundamental para deter-
minar se o tratamento CAR-T estd mantendo sua eficacia ao
longo do tempo e se o paciente esta experimentando uma
remissao duradoura.’” Ambos os momentos sao cruciais no
acompanhamento do progresso do paciente apos a terapia
CAR-T, fornecendo uma visao desde a resposta imediata até
o cenario de longo prazo."”

Comiisso, no PET scan realizado 6 semanas ap6s a infusao
das células CAR-T, a eficacia inicial é essencial para avaliar
a resposta inicial ao tratamento."” Durante a avaliacdo da
resposta aguda, é possivel observar a eliminacao da maioria
das células alvo, o que resulta em uma reducao significativa
na atividade metabdlica do tumor."” Ja a resposta completa
inicial indica que o tratamento foi eficaz, mas é importante
ressaltar que ainda se faz necessario um acompanhamento
alongo prazo para garantir a durabilidade dessa resposta e
monitorar possiveis recidivas.'”

Entretanto, 6 meses apds a infusao das células CAR-T, a
avaliacdo da resposta a longo prazo assume um papel crucial.
Essa avaliacdo visa determinar a estabilidade da resposta
completa ao longo do tempo.'” Quando se observa a con-
solidacdo da remisséo, isso significa que a resposta inicial
persiste e se mantém, indicando uma remissao completa ao
longo do tempo."” E importante ressaltar que o progndstico
favoravel esta associado a resposta completa sustentada.!”
Isso significa que, se a resposta persistir, ha uma perspectiva
otimista em relacdo ao desfecho do tratamento, com uma
reducéo significativa do risco de recidiva, proporcionando
maior esperanca e qualidade de vida ao paciente."”

Feng et al. (2020) observaram que a ativacdo intensa das
células CAR-T apés ainfusdo pode desencadear a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (Figura 6) na corrente sanguinea.®
Isso, por sua vez, pode resultar na ocorréncia da sindrome de
liberacdo de citocinas, que geralmente se manifesta nos pri-
meiros dias apos a infusdo das células CAR-T."® Essa sindrome
envolve a rapida liberacao de citocinas, como a interleucina
6, e pode ser monitorada através dos niveis da proteina
C-reativa, que desempenha um papel crucial na avaliagao da
respostaimunoldgica e inflamatoria.'® Portanto, € importante
acompanhar de perto esses marcadores para gerenciar os
efeitos colaterais potenciais da terapia com células CAR-T.®
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Medicao da proteina C-reativa, demonstrando uma leve toxicidade de sindrome de liberacao de citocinas de grau | apds terapia com células CAR-T.

Fonte: Adaptado de Feng et al., 2020.
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CONCLUSOES

Com base nasinformacdes e dados apresentados, conclui-
-se que os estudos e ensaios clinicos realizados na presente
revisdo da literatura cientifica demonstram que a terapia com
células CAR-T possui o potencial de proporcionar remissao
duradoura em pacientes com neoplasias linfoides e que a
administracdo dos efeitos colaterais é um aspecto crucial
no tratamento."89

A avaliacdo da resposta com o PET scan antes e apds a
infusdo das células CAR-T é fundamental para avaliar a disse-
minagdo do cancer e a eficacia do tratamento.?” Uma resposta
completa no PET scan é indicativa de um tratamento eficaz
e é um marco positivo no acompanhamento do paciente.?”
Comparar resultados de PET scans realizados em diferentes
momentos apos a infusdo das células CAR-T é crucial.?? O
PET scan realizado 6 semanas apés a infusao avalia a resposta
inicial e a eficacia aguda do tratamento, enquanto um PET
scan realizado 6 meses apds a infusdo examina a estabilidade
da resposta completa e o prognéstico a longo prazo.®2¥

A sindrome de liberagao de citocinas é um efeito colateral
potencial da terapia com células CAR-T, que estd associada
ao aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias, como
ainterleucina 6, e da proteina C-reativa.?® O monitoramento
desses marcadores é importante para a identificacédo e o
gerenciamento da SLC.29

Em resumo, os estudos apresentados destacam aimpor-
tancia da avaliacao cuidadosa da resposta ao tratamento
com células CAR-T, os desafios associados a sindrome de
liberacao de citocinas e a viabilidade do point-of-care como
uma abordagem mais acessivel e eficaz.?” Esses avan¢os tém
o potencial de melhorar significativamente o tratamento de
pacientes com cancer, proporcionando melhores resultados
e acessibilidade.?®
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Abstract

Objective: To highlight the relevance of the treatment of lymphoid neoplasms with antigen-specific CAR-T cells as an innovative and promising approach
in the field of oncohematology. Methods: This study was based on a comprehensive review of current literature and a critical analysis of clinical and
experimental studies related to the use of CAR-T cells in the treatment of lymphoid neoplasms. The operating principles, efficacy, safety and limitations
of this therapy were considered. Results: The analyzed studies revealed that antigen-specific CAR-T cells have shown promising results in the treatment of
lymphoid neoplasms. The ability to target engineered T cells to specifically recognize antigens present on cancer cells offers a highly targeted therapeutic
approach. In addition, high complete response rates have been observed in some clinical trials. Conclusion: The treatment of lymphoid neoplasms with
antigen-specific CAR-T cells represents an approach that offers new hope for patients with severe hematological diseases. Although there are challenges
to be overcome, the results so far are encouraging. The future of CAR-T therapy in the treatment of lymphoid neoplasms will depend on the development
of safer and more affordable strategies, as well as continued research to improve their effectiveness.

Keywords: CAR-T cells, lymphoblastic leukemia, lymphoma.

Resumo

Objetivo: Destacar a relevancia do tratamento de neoplasias linfoides com células CAR-T como uma abordagem inovadora e promissora no campo da
onco-hematologia. Métodos: Este estudo se baseou em uma reviséo da literatura atual e em uma analise critica dos estudos clinicos e experimentais
relacionados ao uso de células CAR-T no tratamento de neoplasias linfoides. Foram considerados os principios de funcionamento, a eficacia, a seguranca
e as limitagoes dessa terapia. Resultados: Os estudos analisados revelaram que as células CAR-T tém mostrado resultados promissores no tratamento de
neoplasias linfoides. A capacidade de direcionar células T modificadas para reconhecer especificamente antigenos presentes nas células cancerigenas
oferece uma abordagem terapéutica altamente direcionada. Além disso, foram observados altos indices de resposta completa em alguns ensaios clinicos.
Conclusao: O tratamento de neoplasias linfoides com células CAR-T representa uma abordagem que oferece uma nova esperanca para pacientes com
doencas hematoldgicas graves. Embora haja desafios a serem superados, os resultados até o momento sao encorajadores. O futuro da terapia CAR-T
no tratamento de neoplasias linfoides dependera do desenvolvimento de estratégias mais seguras e acessiveis, bem como de uma pesquisa continua
para melhorar sua eficacia.

Palavras-chave: Células CAR-T, leucemia linfoblastica, linfoma.
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INTRODUCTION

Lymphoid neoplasms arise from the malignant
transformation of cells in the lymphoid tissue at various stages
of their natural maturation process.” Among these neoplasms,
we can highlight acute lymphoblastic leukemia (ALL), which
originates from a lymphoid progenitor cell capable of
differentiating into T or B lymphocytes; chronic lymphocytic
leukemia (CLL), which arises from the transformation of
a more mature B lymphocyte progenitor; and multiple
myeloma, which involves a cell at an even later stage in B
lymphocyte maturation.” The World Health Organization
(WHO) recognizes a variety of lymphoid neoplasms, classified
according to theirimmunophenotypic, genetic, and clinical
characteristics.®#

Neoplasms in this group exhibit not only a great
morphological diversity but also a broad spectrum of clinical
manifestations.” This diversity is reflected in the treatments
to which these pathologies are responsive." In cases of
treatment failure or relapse after the initial treatment, stem
cell transplantation is considered.” Refractory disease and
relapse are two of the main challenges in the treatment
of hematological neoplasms.™" Several immunotherapy

modalities have shown promise in attempting to induce
long-term remission in refractory or relapsed neoplasms.®®

Despite significant therapeutic advances in recent years,
lymphoid neoplasms still present a poor prognosis, and
therapeutic alternatives have been the focus of research and
clinical trials.®’In this context, chimeric antigen receptor T cell
(CAR-T) therapy has shown promising results, with the FDA
(U.S. Food and Drug Administration) approving five CAR-T
cell-based treatments for hematological neoplasms.® This
treatment relies on the reprogramming of the patient's own
cells and directing them against tumor cells.”

CAR-T cells are genetically modified immune system cells
(Figure 1) designed to express a chimeric receptor specific to
a surface antigen found on malignant cells.® These chimeric
receptors are engineered to specifically target and recognize
tumor cells, activating a more potent and targeted immune
response against the malignant cells (Figure 2).'%In the case
of lymphoid neoplasms, CAR-T cells are directed towards
specific antigens found on neoplastic lymphoid cells.®"”
These target antigens can vary depending on the type of
lymphoid neoplasm.!” By targeting these antigens, CAR-T
cells can selectively eliminate tumor cells (Figure 3),(12)
sparing healthy cells of the lymphatic system.!"?
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Source: Adapted from Butantan; USP; Hemocentro de Ribeirao Preto, 2022.
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K562-CD19

Mechanism of action of CAR-T cells.

Source: Lee et al., 2020.

Visualization of holotomography, a microscopy technique that allows real-time, three-dimensional imaging of CAR-T cell behavior in response to target cells.

Source: Lee etal., 2019

The trajectory of CAR-T therapy (Figure 4), from its lymphoblastic leukemia, and lymphoma over a five-year
origins to its spread in Brazil, is a narrative of innovation and period. The research utilized the PubMed database as a
hope in cancer treatment." In this context, the objective source of information to observe the state of the art.

of this review was to analyze studies related to CAR-T cells,
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Creation of the first chimeric antigen receptor (CAR)

In this year, scientists made a fundamental breakthrough by developing the first CAR, also known as the Chimeric Antigen Receptor. This CAR
was incorporated into T cells, creating CAR-T cells. These modified cells began to express specific receptors, allowing them to identify and bind to
tumors. This discovery sparked a revolution in cancer therapy.

Use of retroviral vectors to introduce genes into T cells

American immunologist Michael Sadelain, from MIT, began using retroviral vectors to introduce genes into T cells. The goal was to modify these
cells to target specific tumors.

—
O
O
=

Isolation of specific T cells
Researchers at Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSK) in New York learned to isolate specific T cells for use in stem cell transplants, aiming
to prevent virus-induced tumors.

—
O
O
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Introduction of the co-stimulatory molecule CD-28

Michael Sadelain's team introduced the co-stimulatory molecule CD-28 into modified T cells (CAR-T), allowing them to remain active in the body
and making them more effective in fighting cancer.

Construction of the first effective CAR-T cells in vitro

Researchers at Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSK) constructed the first effective CAR-T cells, targeting specific cancer antigens. These
cells demonstrated the ability to survive, multiply, and kill cancer cells in laboratory tests, validating the viability of the therapy.

CAR-T cells kill leukemia cells in animals

The research group at MIT demonstrated that CAR-T cells targeting CD-19 were capable of killing leukemia cells in mice.

Establishment of the CAR-T cell manufacturing process

The same MIT team pioneered the development of the CAR-T cell manufacturing process, engineering the cells to target CD-19 for the treatment
of patients with chemotherapy-resistant and relapsed leukemia. The success of the process and the effectiveness of the cells were confirmed.

First leukemia patients cured with CAR-T therapy

Two patients with terminal-stage chronic lymphocytic leukemia volunteered for the first clinical trial of CAR-T therapy, conducted at the University
of Pennsylvania. Both achieved complete remission and remain cancer-free to this day. CAR-T cells are still detectable in their bodies a decade later.

First child with leukemia receives CAR-T therapy

At the age of 7, Emily Whitehead became the first child to receive CAR-T therapy. She was hospitalized with terminal leukemia and was successfully
treated by Stephan Grupp's team at the Children’s Hospital of Philadelphia. The CAR-T cells saved her life, and she achieved complete remission.

FDA approval of CAR-T

After several successful clinical trials, the U.S. Food and Drug Administration (FDA) approved CAR-T for the treatment of terminal cases of leukemia
and lymphoma. Currently, the FDA has approved five different CAR-T therapies.

First patients receive CAR-T in Brazil

The Cell Therapy Center at the Hemocentro de Ribeirao Preto (CTC-USP) administered experimental CAR-T therapy to patients with blood cancers,
such as lymphoma and leukemia, who had no other treatment options. Most of these patients achieved remission.

Creation of the Cell Therapy Program at the Butantan Institute, USP, and Hemocentro

CAR-T technology spread throughout Brazil with the establishment of new cell therapy production centers for cancer by the Butantan Institute,
the Universidade de Sao Paulo (USP), and the Hemocentro de Ribeirdo Preto. These units have the capacity to treat hundreds of patients annually,
marking an important milestone in access to CAR-T therapy in the country.

E
()
[—
N

Key milestones in the journey of CAR-T cell therapy.

Source: Adapted from Moon, 2023.1
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MATERIALS AND METHODS

The research was conducted exclusively using scientific
texts for the literature review, which relied solely on academic-
scientific bibliographic sources. This approach was based
on the authors' experience with the topic at a specialized
onco-hematology center, which, according to the Resolution
of the National Health Council (CNS) number 510 of 2016, is
exempt from registration and evaluation by the CEP/Conep
System.The objective was to analyze studies related to CAR-T
cells, lymphoblastic leukemia, and lymphoma over a five-year
period.The research utilized the PubMed database as a source
of information to assess the state of the art.

For the selection of studies, inclusion criteria were
established, which encompassed the availability of free
full-text articles and the inclusion of clinical trials. Conversely,
exclusion criteria included studies involving other types of
neoplasms.

The aim of this research was to provide an updated
overview of the use of CAR-T cells in the treatment of
lymphoblastic leukemia and lymphoma, exploring the clinical
trials available in the scientific literature over the last five
years. The literature review enabled the compilation and
analysis of relevant studies in the field, contributing to the
understanding of advances and challenges in this area.

RESULTS

Ramos et al. (2018) detailed an extremely relevant clinical
case involving a 52-year-old male patient diagnosed with
diffuse large B-cell lymphoma."” The patient's historical
context provided important information about his treatment
journey.'9 The patient's clinical history is noteworthy
due to his previous treatment."” Autologous stem cell
transplantation is a standard procedure that involves the

collection of the patient's own stem cells, followed by high-
dose chemotherapy, and ultimately the reinfusion of the stem
cells to aid in the recovery of the hematopoietic system."
However, itis concerning to observe that despite this previous
treatment, the patient experienced a relapse of the disease.
(10 A relapse indicates that the lymphoma reappeared after
an initial period of remission, suggesting that the previous
treatment was insufficient to control the disease's progression
in the long term.?In this context, the clinical case description
suggests that CAR-T cells were considered as a treatment
option following the failure of the prior treatment.®? This
approach is noteworthy because CAR-T therapies have shown
efficacy in treating certain types of lymphomas, especially
when other treatments have been unsuccessful.'?

The patient in question underwent a treatment that
included CAR-T cell therapy following a lymphodepleting
chemotherapy phase. Lymphodepletion is an important
step prior to CAR-T cell infusion, as it helps create a more
favorable environment for these modified cells to act
effectively, reducing competition with the patient'simmune
system cells."? A crucial step in evaluating the response
to treatment was the performance of a second PET scan
(Figure 5), which took place 6 weeks after the CAR-T cell
infusion.” This examination is essential for monitoring
cancer spread and evaluating treatment efficacy.'? The
results of this second PET scan were highly encouraging,
indicating a complete response (CR)."? A complete response
on a PET scan is a significant milestone in the treatment
of cancer patients.""” This means that, according to the
images obtained, no areas were identified in the body
showing abnormal metabolic activity, suggesting the near-
complete elimination of cancer cells."”This is a remarkable
achievement, indicating that the CAR-T cell treatment had
an extremely positive impact on the control and regression
of diffuse large B-cell ymphoma.1?
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PET scan

Pre-infusion

6 Weeks After CAR-T

PET scan visualization before CAR-T infusion and 6 weeks post-infusion, showing a complete response.

Source: Adapted from Ramos et al., 2018.

Ramos et al. (2018) also present a clinical case involving
a 67-year-old male patient diagnosed with diffuse large
B-cell lymphoma."®The patient's history is notable for his
complex treatment journey.'? After failing to proceed to
stem cell transplantation despite undergoing two rescue
regimens, the patient was subjected to a protocol involving
lymphodepletion followed by CAR-T cell infusion."”However,
the patient's progress after CAR-T cell therapy was marked
by notable complications.'® Ten days after the CAR-T cell
infusion, he developed fever and tachypnea, which led to
his hospitalization."® The occurrence of these symptoms
is concerning, as it may suggest an adverse reaction to
the treatment or the presence of complications associated
with CAR-T therapy.'® Analyzing the patient's inflammatory
markers, including C-reactive protein (CRP), which peaked
at 12.2 mg/dL on day 11, and interleukin 6, which increased
from 6.3 pg/mL at the beginning of the study to a peak of
91.2 pg/mLon day 11, revealed an elevation."® These results

indicate that the patient was experiencing mild cytokine
release syndrome (CRS).1%

Abdo et al. (2020) presented Kaplan-Meier graphs used
to compare and analyze the outcomes of two patient groups
treated with different therapeutic approaches related to CAR-T
cells." A notable aspect of this study was that the patients
were divided into two distinct groups: one that received newly
modified CAR-T cells using the point-of-care approach, and
another that received CAR-T cells that were expanded for 8
days and cultured according to the traditional protocol."

DISCUSSION

The imaging study conducted 6 weeks after the infusion
of CAR-T cells is an essential step in monitoring patients
undergoing this treatment,"? typically carried out through
a PET scan or positron emission tomography.'®The PET scan
is a highly sensitive tool that allows the detection of areas in
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the body that remain metabolically active."®This metabolic
activity may indicate the presence of residual cancerous cells,
which is crucial for evaluating the effectiveness of CAR-T
cell therapy."?The interpretation of the PET scan results is
fundamental in categorizing the disease's progression and
determining the treatment response.'” The established
criteria—complete response, partial response, progressive
disease, and stable disease—serve as an objective basis
for assessing treatment efficacy."” A complete response
indicates the total elimination of cancerous cells, while a
partial response suggests a significant reduction in the
tumor."?1n contrast, progressive disease indicates that the
patient’s condition is worsening, and stable disease suggests
no significant changes in the disease."”The combination of
advanced imaging technology, such as the PET scan, and well-
defined response criteria allows for a precise and objective
assessment of the effectiveness of CAR-T cell therapy."?
This, in turn, aids in making important clinical decisions and
adapting treatment to meet each patient’s specific needs,
thereby improving outcomes.?

The combination of chemotherapy-induced
lymphodepletion followed by CAR-T infusion, along with
cytotoxicity assays using CRP and interleukin 6 (IL-6), represents
a comprehensive and integrated approach for the treatment
and evaluation of efficacy in patients undergoing CAR-T
therapy."®The inclusion of these biological markers, CRP and
IL-6, in clinical trials may be significant for several important
reasons.""® First, CRP is a protein produced in response to
inflammation in the body.'®When CRP levels increase after
CAR-Tinfusion, this may indicate an inflammatory response to
the destruction of cancer cells by CAR-T cells."® This information
is valuable as it can help monitor and understand the patient’s
immune responses to the treatment.'® A sharp increase in
CRP levels may suggest a robust immune response, which
could be desirable in certain therapeutic contexts, while
moderate or stable levels may indicate a more controlled
response.’® Secondly, interleukin 6 (IL-6) is a cytokine that
plays a fundamental role in regulating the immune response
and modulating inflammation.® Measuring IL-6 levels can
provide important insights into how the immune system is
being activated or modulated by CAR-T cells."® This is essential
for understanding not only the treatment’s effectiveness but
also the potential side effects and complications associated
with CAR-T therapy.® Proper control of the inflammatory and
immune response is crucial for the safety and well-being of
patients."® Therefore, the inclusion of CRP and IL-6 in clinical

trials related to CAR-T therapy provides a detailed view of
the body’s response to the treatment.® These markers can
help healthcare professionals adjust and personalize therapy
according to each patient's individual needs, maximizing
therapeutic benefits and minimizing potential risks.®
Furthermore, this integrated approach contributes to the
advancement of scientific knowledge in the field and the
continuous improvement of CAR-T therapy as an effective
treatment option for cancer patients."?

A common approach in preclinical research to assess
the efficacy and safety of CAR-T therapy involves the use of
immunodeficient mouse models that have been previously
engrafted with different types of B-cell leukemia.* The genetic
modification process used in these studies is mediated by a
transposon known as "Sleeping Beauty," and a notable aspect
is the application of the point-of-care technique, which refers
to a rapid and localized process carried out in the laboratory
itself, without the need to send samples or experiments to
distant facilities."

The PET scan examination is an essential tool in the pre-
infusion stage for mapping cancer spread and identifying
areas of tumor activity."?1t is an exam that uses a radioactive
substance called a radiopharmaceutical to visualize the body’s
cells that consume more glucose, such as cancer cells."?
Achieving a complete response on the PET scan after CAR-T
cell treatment is a highly positive outcome and indicates the
treatment's efficacy."”When we refer to a complete response,
we mean that there is no visible evidence of tumor activity in
any part of the body that has been evaluated.”This means
that all previous tumor lesions, which were detectable on
the pre-treatment PET scan, are no longer present or show
no metabolic activity, which is an encouraging sign that the
treatment is succeeding.”

Comparing the results of a PET scan performed 6 weeks
after CAR-T infusion with a previous study conducted 6 months
post-infusion allowed us to evaluate two distinct phases of
treatment and provide valuable insights into the patient's
progress."” The 6-week scan assesses the initial response and
acute efficacy of the treatment."” At this point, it shows how
the CAR-T cells are responding immediately to the cancer."”
It is a critical window to identify any early signs of success or
challenges in the treatment.!"”” Conversely, the 6-month post-
infusion study focuses on the stability of the complete response
and long-term remission observation."” This is crucial for
determining whether CAR-T therapy is maintaining its efficacy
over time and whether the patient is experiencing a durable
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remission.”Both time points are essential for monitoring the
patient's progress after CAR-T therapy, providing a view from
the immediate response to the long-term scenario."”

Therefore, in the PET scan conducted 6 weeks after the
infusion of CAR-T cells, the initial efficacy is essential to assess
the early response to treatment."” During the evaluation of
the acute response, it is possible to observe the elimination
of most target cells, leading to a significant reduction in
tumor metabolic activity."” The initial complete response
indicates that the treatment was effective, but it is important
to emphasize that long-term follow-up is still necessary to
ensure the durability of this response and to monitor for
potential recurrences.”

However, 6 months after the infusion of CAR-T cells,
evaluating the long-term response becomes crucial. This
assessment aims to determine the stability of the complete
response over time.'” When remission consolidation is
observed, it means that the initial response persists and is

maintained, indicating a complete remission over time."” Itis
important to highlight that a favorable prognosis is associated
with a sustained complete response.’” This means that if the
response persists, there is an optimistic outlook regarding
the treatment outcome, with a significant reduction in the
risk of relapse, providing greater hope and quality of life for
the patient."”

Feng et al. (2020) observed that the intense activation
of CAR-T cells after infusion can trigger the release of pro-
inflammatory cytokines (Figure 6) into the bloodstream./'®
This, in turn, can lead to the occurrence of cytokine release
syndrome, which typically manifests in the first days following
CAR-T cellinfusion."®This syndrome involves the rapid release
of cytokines, such as interleukin 6, and can be monitored
through levels of CRP, which plays a crucial role in evaluating
the immune and inflammatory response.’® Therefore, it is
important to closely monitor these markers to manage the
potential side effects of CAR-T cell therapy."®
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Measurement of C-reactive protein, showing mild cytokine release syndrome toxicity of grade | after CAR-T cell therapy.

Source: Adapted from Feng et al., 2020.
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CONCLUSIONS

Based on the information and data presented, it is
concluded that the studies and clinical trials conducted in
this literature review demonstrate that CAR-T cell therapy has
the potential to provide long-lasting remission in patients
with lymphoid neoplasms, and that the management of side
effects is a crucial aspect of the treatment.81?

The assessment of response with PET scan before and
after CAR-T cell infusion is essential for evaluating cancer
spread and treatment efficacy.?” A complete response on
PET scan indicates an effective treatment and is a positive
milestone in patient monitoring.?” Comparing PET scan
results performed at different time points after CAR-T cell
infusion is crucial.?? The PET scan performed 6 weeks after
the infusion evaluates the initial response and acute efficacy
of the treatment, while a PET scan performed 6 months after
the infusion examines the stability of the complete response
and long-term prognosis.©?32¥

Cytokine release syndrome is a potential side effect of
CAR-T cell therapy, which is associated with elevated levels
of pro-inflammatory cytokines, such as interleukin 6, and
C-reactive protein.?Monitoring these markers is important
for the identification and management of cytokine release
syndrome.®®

In summary, the studies presented highlight the
importance of careful evaluation of the response to CAR-T
cell therapy, the challenges associated with cytokine release
syndrome, and the viability of point-of-care as a more
accessible and effective approach.?” These advancements
have the potential to significantly improve the treatment of
cancer patients, providing better outcomes and accessibility.?®
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Resumo

Objetivo: Identificar a existéncia de atividade antibacteriana dos canabinoides sobre Mycobacterium tuberculosis. Métodos: A partir da pergunta
norteadora “Os canabinoides tém atividade antibacteriana sobre a Mycobacterium tuberculosis?”, realizamos uma revisdo sistematica para investigar o
tema. Consideraram-se estudos experimentais, pré-clinicos e clinicos que avaliaram os efeitos de fitocanabinoides ou canabinoides sintéticos em M.
tuberculosis, tendo sido excluidas investigagdes com endocanabinoides. A selecdo dos estudos foi feita por dois revisores independentes, e os artigos
selecionados foram submetidos a uma avaliagao de qualidade. Resultados: Foram encontradas 486 publicacoes, das quais duas foram incluidas nesta
revisao: um estudo pré-clinico in vitro e um estudo pré-clinico em animais. Os dois estudos identificaram atividade antibacteriana do canabidiol (CBD)
para a M. tuberculosis em diferentes concentragdes. Conclusao: Verificamos evidéncias preliminares de acdo antimicrobiana do CBD sobre M. tuberculosis.
Apesar dos resultados promissores, ainda sao necessarias mais investigagoes sobre o assunto para se verificar uma possivel aplicagdo terapéutica e os
possiveis efeitos de outros canabinoides.

Palavras-chave: Canabinoides, Canabidiol, Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, Antibacteriano.

Abstract

Objective: Identify any antibacterial activity of cannabinoids against Mycobacterium tuberculosis. Methods: Based on the guiding question “Do
cannabinoids have antibacterial activity against M. tuberculosis?”, we carried out a systematic review to investigate the topic. We searched for experimental,
pre-clinical and clinical studies that evaluated the effects of phytocannabinoids or synthetic cannabinoids on M. tuberculosis. Studies that addressed
the effects of endocannabinoids were excluded. Two independent reviewers carried out the studies selection, which after inclusion were subjected to a
quality assessment. Results: 486 publications were found, of which two were included in this review: a pre-clinical in vitro study and a pre-clinical study
with animals. Both studies identified an antibacterial activity of cannabidiol (CBD) against M. tuberculosis at different concentrations. Conclusion: We
found preliminary evidence of the antimicrobial action of CBD on M. tuberculosis. Despite the promising results, further investigations on the subject
are still warranted to verify a possible therapeutic application and the possible effects of other cannabinoids.
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INTRODUCAO

Os estudos do potencial farmacéutico dos principios
ativos da Cannabis, descritos mais de 100 atualmente, tém
aumentado apés a descoberta do sistema endocanabinoide
e dos receptores endégenos CB1 e CB2 que, quando ativa-
dos, interferem em diversas vias de sinalizacdo, ocasionando
diferentes efeitos nos tecidos e 6rgaos.”

Os canabinoides se envolvem em processos fisiopato-
I6gicos (dor e inflamacao), podendo atuar nos sistemas gas-
trointestinal (modificando a mobilidade e secrecao, utilizados
como antieméticos®?), cardiaco (diminuindo a contracéo atrial
e provocando hipotensao por meio da ativacdao dos recepto-
res canabinoides®), pulmonar (com efeito anti-inflamatério
mediado por vias metabdlicas dos endocanabinoides®),
dentre outros.

Estudos mostram que os receptores CB1 e CB2 estdo
presentes nos pulmdes e bréonquios, respondendo a endo-
canabinoides, canabinoides sintéticos e fitocanabinoides.
©) O tetra-hidrocanabinol (THC), por exemplo, pode ativar
esses receptores, enquanto o canabidiol (CBD) e o canabinol
(CBN) modulam funcoes celulares.” A exposicao de tecido
pulmonar ao endocanabinoide anandamida, por exemplo,
causa vasoconstricdo pulmonar hipoxica,® enquanto os
canabinoides sintéticos induzem a inflamacdo pulmonar.”

A infeccdo dos pulmdes pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis é controlada com eficacia na maioria dos indi-
viduos por causa da resposta imunologica dos macréfagos,
células dendriticas e fibroblastos, formando um granuloma
e impedindo a progressao da infeccdo para a doenca tuber-
culosa, denominada infeccao latente.®

Um estudo mostrou que a formacdo do granuloma e a
contencao da doenca é dependente da migracao precoce
dos macrofagos alveolares para o intersticio induzido pela
interleucina 1 (IL-1R), o que define se a resposta imunoldgica
serd Th1 ou Th17 (mais rapida ou lenta, respectivamente),
determinando a gravidade da doenca.”” Os metabdlitos de
COX-2 de endocanabinoides regulam as fun¢des dos macré-
fagos alveolares que possuem tanto os receptores CB1 como
os CB2 nas membranas.*101

Os impactos dos (endo)canabinoides ao ativarem esses
receptores no pulmao ainda sao pouco claros. Entretanto,

um estudo mostra que a ativagao dos receptores canabinoi-
des dos macréfagos alveolares inibe a liberacdo de fatores
angiogénicos e linfogénicos de forma seletiva, o que pode
auxiliar naremodelacéo vascular durante inflamacao crénica.
(19 Qutro estudo, por sua vez, mostrou que o CBD melhora
a funcdo pulmonar e diminui a inflamacdo em um modelo
com camundongos.!'?

Frente ao exposto, esse estudo teve como objetivo
identificar a existéncia da atividade antibacteriana dos cana-
binoides sobre M. tuberculosis.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura cien-
tifica com registro no International Prospective Register
of Ongoing Systematic Reviews (PROSPERO) sob o n°
CRD42021253894, seguindo as orienta¢des preconizadas
pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta Analyzes (PRISMA).®

A pergunta norteadora“Os canabinoides tém atividade
antibacteriana para a Mycobacterium tuberculosis?” foi defi-
nida por meio da utilizacao do acrénimo PEQ,"" no qual P
(Populacédo) correspondeu a Mycobacterium tuberculosis, E
(Exposicdo), aos canabinoides, e O (Outcome - Desfecho)
relacionou-se a atividade antibacteriana.

Considerou-se como critérios de inclusao estudos expe-
rimentais, pré-clinicos e clinicos que avaliaram os efeitos
de fitocanabinoides ou canabinoides sintéticos sobre a
Mycobacterium tuberculosis. Foram excluidos artigos que
abordavam os efeitos de endocanabinoides bem como
aqueles que avaliaram o risco de adquirir tuberculose com
a utilizacao recreativa de canabinoides. Ressalta-se que para
alcancar um maior nimero de publica¢des sobre o tema, nao
foi estabelecido nenhum recorte temporal, pais/continente
ou idioma de publicacdo para o levantamento bibliogréfico.

Para a expressao de busca, utilizou-se o vocabulario
livre e controlado, composto pelos termos indexados nos
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), Medical Subject
Headings (MeSH) e Embase Subject Headings (Emtree), com
seus respectivos sinGnimos em portugués, inglés e espanhol,
combinados por meio dos operadores booleanos OR e AND
(Quadro 1).
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Estratégia de busca simplificada em inglés utilizadas nas bases de dados.

Acronimo

Palavra-chave

Vocabulario para busca

Populagdo

Mycobacterium tuberculosis

“Mycobacterium tuberculosis”

Exposicao

(anabinoides

(Cannabis OR Bhang OR Bhangs OR Cannabi OR “Cannabis indica” OR “Cannabis indicas” OR “Cannabis sativa” OR
“Cannabis sativas” OR Ganja OR Ganjas OR Hashish OR Hashishs OR Hemp OR“Hemp Plant”OR“Hemp Plants”OR Hemps
OR"indicas, Cannabis”OR Marihuana OR Marihuanas OR Marijuana OR Marijuanas OR“Plant, Hemp”OR“Plants, Hemp”
OR “sativas, Cannabis” OR Cannabinoids OR phytocannabinoids OR Canabidiol OR cannabidiol OR Dranabinol OR THC
OR Tetra-Hidrocanabinol OR Tetraidrocanabinol OR Canabigerol OR canabicromeno OR canabiciclol OR canabielsoin
OR canabinol OR canabinodiol OR canabitriol OR “Medical Marijuana” OR “Marijuana, Medical” OR “Medical Cannabis”
OR “Cannabis, Medical” OR “Marijuana Treatment” OR “Treatment, Marijuana” OR “Medical Cannabis” OR “Cannabis,
Medical” OR “Marijuana Dispensaries” OR “Dispensaries Marijuana”)

Outcome*

Atividade antibacteriana

("Antibacterial Agents” OR “Antimycobacterial Agents” OR “Anti-Bacterial Compounds” OR “Bacteriocidal Agents” OR
Bacteriocide OR “Bacteriostatic” OR “antitubercular Agents” OR “Anti-Tuberculosis Agent” OR “Tuberculostatic Agent”

OR “Antitubercular Antibiotics”)

Fonte: Elaborado pelos autores, 2022.

As buscas foram realizadas em 22 agosto de 2022, nas
bases de dados LILACS, PubMed, EMBASE, Scopus, Web of
Science, PsycINFO, BioMed Central Journals da BMC, Cochrane
Library, Epistemonikos, Health Systems Evidence e Center
for Review Dissemination. Na LILACS, a busca foi feita nos
idiomas inglés, portugués e espanhol. Nas demais bases
de dados, utilizou-se o vocabulario em inglés. Ademais, a
literatura cinzenta foi limitada a bancos de dados de registro
de protocolo de estudo recomendados nas Diretrizes Meto-
doldgicas do Ministério da Saude," como o Clinical Trials e
os bancos de dados de literatura cinzenta Open Grey, Grey
Literature Report, Repositoério Cientifico de Acesso Aberto
de Portugal (RCAAP), Banco Digital Brasileiro de teses e Dis-
sertacdes (BDTD), e Google Scholar. Também foi realizada
busca manual por meio da verificacdo das referéncias citadas
nos artigos inclusos.

Posteriormente, as publicacdes foram exportadas para
o gerenciador de referéncias online Rayyan QCRI da Qatar
Computing Research Institute® para selecao dos estudos.
Essa selecao foi feita por meio da leitura e andlise de titulos
e resumos por dois revisores independentes, cujas discor-
dancias foram resolvidas por um terceiro revisor.

Os artigos selecionados seguiram para a etapa de leitura
na integra e a confirmacdo da elegibilidade ocorreu com os
artigos que apresentavam a descricdo dos efeitos antibac-
terianos dos canabinoides na tuberculose. Posteriormente,

para a extracdo e analise dos dados, foi elaborada uma
matriz de sintese com autor, ano, objetivo e delineamento
do estudo, além dos principais resultados, qualidade do
artigo, qualidade metodoldégica e relevancia. Incluiu-se,
ainda, a avaliacdo do risco de viés, a qual foi realizada por
meio do instrumento ROBIS"” que avalia trés dominios, a
saber: pré intervencéo (confusao, selecao dos participantes
do estudo), no momento da intervencao (viés na classificacao
da intervencdo), e pos intervencéo (desvio da intervencao
pretendida, dados faltantes, mensuracdo do desfecho, relato
seletivo de resultados).

RESULTADOS

Foram encontradas 486 publicacdes, das quais 379
foram identificadas nas bases de dados, 104 na literatura
cinzenta e 3 por meio da busca manual. Dentre estas, 15
publicagdes foram excluidas por duplicacdo e 471 foram
consideradas para a leitura do titulo e resumo, sendo que 11
estudos foram selecionados para leitura na integra. Desses
11, foram excluidos 5 por serem estudos secundarios, 3 por
nao abordarem o uso de canabinoides (Hops, Polygonatum
officinale e rimonabant), e 1 por ndo responder a pergunta
norteadora. Dessa forma, 2 artigos foram considerados ele-
giveis para nossa revisdo. A Figura 1T demonstra o processo
de selecao e inclusao e exclusao dos artigos.
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|dentificagdo dos estudos por base de dados

‘ |dentificagdo dos estudos por outros métodos

L:Tae:;l(s:rosol)dentlfn:ados nas bases: Registros removidos Registros identificados: Registros removidos
= antes da triagem: > i :
Medline/Pubmed (n = 270) ] s faTrad Open Grey (n = 4) a[;“elf d: tragem:
Embase (n = 14) Duplicados (n=13) Grey Literature (n=0) uplicados (n=2)
- Scopus (n=93) RCAAP (n=0)
= Web of Science (n=2) BDTD (n=0)
S || APA-PsydNFO (n=0) Scholar Google (n = 100)
= Biomed Central Journals (n = 0) Pesquisa de citacéo (n =3)
a Cochrane Library (n =0) TOTAL (n =107)
Epistemonikos (n = 0)
Health System Evidence (n = 0)
Center for Review Dissemination (n = 0)
Clinical Trials (n=0)
TOTAL (n =379)
: ‘
Registros selecionados (n=366) —®|  Registros excluidos (n = 356) Registros selecionados (n=105) | Registros excluidos (n = 104)
o \ 4 \ 4
'S Regist d Regist d
= egistros prticura 08 para —®| Registros ndo recuperados (n = 0) egitros pro~c Hracos para —®| Relatdrios ndo recuperados (n = 0)
= recuperacdo (n = 10) recuperacdo (n=1)
\ 4 \ 4
Reglst.ro.s.avallados para Registros excluidos: (n=9) Reglst.ro.s.avallados para
elegibilidade (n=1) B R elegibilidade (n=1)
Nao responde a pergunta
norteadora (n=1)
v Estudo secundério (n =5)
Nao abordar Cannabis (n = 3)
Estudos incluidos da base de
3 dados (n=1)
2
3 Estudos incluidos de outros <
= métodos (n = 1)
TOTAL=2

Fluxograma dos artigos incluidos nesta revisao sistematica, 2022.

Fonte: Modificado de Page et al. (2020)"

Na presente revisao, foram incluidos um estudo pré-cli-
nico in vitro"® e um estudo pré-clinico feito com animais.
19 dentificou-se atividade antibacteriana do CBD nos dois
estudos, apesar de essa ter sido menos evidente no estudo
por Blaskovich et al. (2021).79 Os resultados com mais detalhes
estdo apresentados no Quadro 2.

Quando se verificou a qualidade dos artigos, Abichabki
et al. (2021)"® foram avaliados com nota final de 58,7%,

pois nao citaram a pureza e solubilidade do teste, o nUmero
de passagem celular, as medidas tomadas para evitar a
contaminacdo pelo micoplasma, bactéria, fungo e virus,
a densidade celular, os métodos estatisticos, os softwares
utilizados, as fontes de financiamento e conflito de inte-
resses. O artigo por Blaskovich et al. (2021)"? recebeu nota
final de 91,9%, por néo citarem a solubilidade do teste e a
competéncia metabdlica.

RBAC. 2025;57(1):48-53

51



Atividade antibacteriana dos canabinoides sobre a bactéria causadora da tuberculose | Souza GASC, Andrade RLP, Rossi GN,

Sintese dos resultados dos artigos incluidos nesta revisdo sistematica.

Santos RG, Hallak JEC, Orfao NH

Autor/ ano Objetivo do estudo Delineamento | Principais resultados Qualidadedo | Qualidade Relevancia
do estudo artigo metodoldgica
Abichabkietal., | Avaliar a atividade antibacteriana In vitro 0 CBD exibiu atividade antibacteriana | 58,7 100 Diretamente
202109 do canabidiol ultrapuro (CBD) contra contra diferentes espécies de relevante
uma ampla diversidade de bactérias bactérias, dentre elas a Mycobacterium
Gram-negativas (GN) e Gram-positivas tuberculosis, causadora da TB, numa
(GP) (44 espécies diferentes, 95 concentragdo inibitéria minima de (BB
cepas), compreendendo cepas padrao para Mycobacterium tuberculosis H37Rv
e clinicas isolados, e investigar (MIC=9,37+1,88pg/mL) 117 e
a atividade antibacteriana da MDR M. tuberculosis (F86 (MIC
combinacéo CBD + PB contra bactérias =18,78 +5,95 g / mL), a qual deve
GN, incluindo GNB cromossdmico e ser inserida em ensaios clinicos com
adquirido por plasmideo resistente a eficacia promissora.
PB e intrinsecamente resistente a PB.
Blaskovich M. A. | Verificar a atividade antimicrobiana Invivo 0 (BD apresentou atividade discreta 91,9 100 Diretamente

T, et.al,2021% | do CBD em diferentes bactérias Gram contra M. tuberculosis H37Rv (MIC>64 relevante
positivas/ negativas pug ml-1, embora com inibicdo de 70%
a64ugml)
DISCUSSAO em cada pog¢o com incubacao de 5 dias; no estudo de Abi-

Apesar da ampla busca realizada na literatura, foram
identificados apenas dois estudos que abordavam o efeito
dos canabinoides como agente antimicrobiano para a Myco-
bacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose.
Frente a este achado, cabe destacar a necessidade de mais
estudos clinicos e pré-clinicos que investiguem tal efeito,
principalmente ao considerar que um dos referidos artigos"'®
apresentou baixo percentual de aprovacao em relacéao a
sua qualidade.

Quanto aos resultados dos dois estudos, houve diferenca
na concentracdo inibitéria minima (CIM) de CBD para que
fosse observado o efeito antimicrobiano para cepa Myco-
bacterium tuberculosis H37Rv, sendo o estudo Abichabki et
al. (2021)"® menor que o Blaskovich et al. (2021)" (9,37 ug/
mL e <64 pg/mL, respectivamente). Esta diferenca pode estar
relacionada ao método de estudo, uma vez que o primeiro
foi in vitro e no segundo realizou-se a infec¢do do tecido de
porco e tratamento posterior com CBD.

Ademais, houve diferenca entre o tempo de incubacao e
adicao de outros componentes: no estudo de Blaskovich et
al. (2021),1" houve adicao de resazurina 0,02% e Tween-80

chabki et al. (2021),'® ndo houve adicao de resazurina, e a
incubacao foi de 7 dias. O efeito do CBD em relagdo a cepa
Mycobacterium tuberculosis multidrogarresistente CF86 tam-
bém foi analisado no estudo de Abichabki et al. (2021)"® e
apresentou CIM de 18,78 pg/mL.

A principal limitacao dessa revisao é o baixo nimero
de artigos encontrados. Sendo apenas dois, o resultado
de nossa busca demonstra que se sabe muito pouco ainda
sobre os possiveis efeitos terapéuticos do CBD para o trata-
mento de tuberculose e evidencia a necessidade de mais
investigacdes na area.

CONCLUSAO

A partir dos resultados preliminares relatados, parece
haver um possivel efeito terapéutico do CBD para o trata-
mento de tuberculose. Apesar disso, nao se sabe se outros
canabinoides possuem esse potencial e nem qual deles
supostamente seria mais eficaz. Dessa forma, essa revisdo é
limitada pelas evidéncias disponiveis e deixa clara a necessi-
dade de outros estudos envolvendo o uso de canabinoides
e seus efeitos em M. tuberculosis.
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Abstract

Objective: Identify any antibacterial activity of cannabinoids against Mycobacterium tuberculosis. Methods: Based on the guiding question “Do
cannabinoids have antibacterial activity against M. tuberculosis?", we carried out a systematic review to investigate the topic. We searched for experimental,
pre-clinical and clinical studies that evaluated the effects of phytocannabinoids or synthetic cannabinoids on M. tuberculosis. Studies that addressed
the effects of endocannabinoids were excluded. Two independent reviewers carried out the studies selection, which after inclusion were subjected to a
quality assessment. Results: 486 publications were found, of which two were included in this review: a pre-clinical in vitro study and a pre-clinical study
with animals. Both studies identified an antibacterial activity of cannabidiol (CBD) against M. tuberculosis at different concentrations. Conclusion: We
found preliminary evidence of the antimicrobial action of CBD on M. tuberculosis. Despite the promising results, further investigations on the subject
are still warranted to verify a possible therapeutic application and the possible effects of other cannabinoids.

Keywords: Cannabinoids, Cannabidiol, Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Antibacterial.

Resumo

Objetivo: Identificar a existéncia de atividade antibacteriana dos canabinoides sobre Mycobacterium tuberculosis. Métodos: A partir da pergunta
norteadora “Os canabinoides tém atividade antibacteriana sobre a Mycobacterium tuberculosis?”, realizamos uma revisdo sistematica para investigar o
tema. Consideraram-se estudos experimentais, pré-clinicos e clinicos que avaliaram os efeitos de fitocanabinoides ou canabinoides sintéticos em M.
tuberculosis, tendo sido excluidas investigacdes com endocanabinoides. A selecao dos estudos foi feita por dois revisores independentes, e os artigos
selecionados foram submetidos a uma avaliagao de qualidade. Resultados: Foram encontradas 486 publicacoes, das quais duas foram incluidas nesta
revisao: um estudo pré-clinico in vitro e um estudo pré-clinico em animais. Os dois estudos identificaram atividade antibacteriana do canabidiol (CBD)
para a M. tuberculosis em diferentes concentragoes. Conclusao: Verificamos evidéncias preliminares de acao antimicrobiana do CBD sobre M. tuberculosis.
Apesar dos resultados promissores, ainda sao necessarias mais investigagoes sobre o assunto para se verificar uma possivel aplicagdo terapéutica e os
possiveis efeitos de outros canabinoides.

Palavras-chave: Canabinoides, Canabidiol, Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, Antibacteriano.
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INTRODUCTION

Studies of the pharmaceutical potential of Cannabis'
active ingredients have increased after the discovery of
the endocannabinoid system and the endogenous CB1
and CB2 receptors which, when activated, interfere with
various signaling pathways, causing different effects on
tissues and organs.”

Cannabinoids are involved in pathophysiological
processes (pain and inflammation) and can act on the
gastrointestinal (modifying mobility and secretion, used
as antiemetics®?), cardiac (reducing atrial contraction and
causing hypotension through the activation of cannabinoid
receptors®), and pulmonary systems (with anti-inflammatory
effect mediated by endocannabinoid metabolic pathways®),
among others.

Studies show that CB1 and CB2 receptors are present in
the lungs and bronchi, responding to endocannabinoids,
synthetic cannabinoids, and phytocannabinoids.®
Tetrahydrocannabinol (THC), for example, can activate these
receptors, while cannabidiol (CBD) and cannabinol (CBN)
modulate cellular functions®”. Exposure of lung tissue to the
endocannabinoid anandamide, for example, causes hypoxic
pulmonary vasoconstriction®, while synthetic cannabinoids
induce lung inflammation.”

Infection of the lungs by the bacterium Mycobacterium
tuberculosis is effectively controlled in most individuals
due to the immune response of macrophages, dendritic
cells, and fibroblasts, forming a granuloma and preventing
the progression of the infection to tuberculous disease,
called latent infection.® A study showed that granuloma
formation and disease containment is dependent on the
early migration of alveolar macrophages to the interstitium
induced by interleukin 1 (IL-1R), which defines whether
the immune response will be Th1 or Th17 (faster or slower,
respectively), determining the severity of the disease.® COX-2
metabolites of endocannabinoids regulate the functions of
alveolar macrophages that have CB1 and CB2 receptors on
their membranes.“01)

The impacts of (endo)cannabinoids when activating
these receptors in the lung are still unclear. However, one
study shows that the activation of cannabinoid receptors
on alveolar macrophages selectively inhibits the release of
angiogenic and lymphogenic factors, which may assist in
vascular remodeling during chronicinflammation.” Another
study, in turn, showed that the CBD improves lung function
and decreases inflammation in a mouse model."?

Given the above, this study aimed to identify the
existence of the antibacterial activity of cannabinoids
against M. tuberculosis.

MATERIAL AND METHODS

Thisis a systematic review of scientific literature registered
inthe International Prospective Register of Ongoing Systematic
Reviews (PROSPERO) under the ID CRD42021253894, following
the guidelines recommended by the Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta Analyzes (PRISMA).("®

The guiding question“Do cannabinoids have antibacterial
activity against Mycobacterium tuberculosis?"was defined using
the acronym PEO," in which P (Population) corresponded
to M. tuberculosis, E (Exposure), to cannabinoids, and O
(Outcome) was related to antibacterial activity.

The inclusion criteria were experimental, pre-clinical and
clinical studies that evaluated the effects of phytocannabinoids
or synthetic cannabinoids on M tuberculosis. Articles that
addressed the effects of endocannabinoids were excluded, as
well as those that assessed the risk of acquiring tuberculosis
with the recreational use of cannabinoids. It should be noted
that in order to reach a greater number of publications on
the topic, no time frame, country/continent or language of
publication was established for the bibliographic survey.

For the search expression, free and controlled vocabulary
was used, composed of terms indexed in the Health Sciences
Descriptors (DeCS), Medical Subject Headings (MeSH) and
Embase Subject Headings (Emtree), with their respective
synonyms in Portuguese, English and Spanish, combined
using the Boolean operators OR and AND (Table 1).
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(Cannabis OR Bhang OR Bhangs OR Cannabi OR “Cannabis indica” OR “Cannabis indicas” OR “Cannabis sativa” OR
“Cannabis sativas”OR Ganja OR Ganjas OR Hashish OR Hashishs OR Hemp OR“Hemp Plant”OR“Hemp Plants” OR Hemps
OR“indicas, Cannabis” OR Marihuana OR Marihuanas OR Marijuana OR Marijuanas OR“Plant, Hemp” OR “Plants, Hemp”
OR “sativas, Cannabis” OR Cannabinoids OR phytocannabinoids OR Canabidiol OR cannabidiol OR Dranabinol OR THC
ORTetra-Hidrocanabinol OR Tetraidrocanabinol OR Canabigerol OR canabicromeno OR canabiciclol OR canabielsoin OR
canabinol OR canabinodiol OR canabitriol OR “Medical Marijuana” OR “Marijuana, Medical” OR “Medical Cannabis” OR
“Cannabis, Medical” OR“Marijuana Treatment” OR“Treatment, Marijuana” OR“Medical Cannabis” OR“Cannabis, Medical”
OR“Marijuana Dispensaries” OR “Dispensaries Marijuana”)

(“Antibacterial Agents” OR “Antimycobacterial Agents” OR “Anti-Bacterial Compounds” OR “Bacteriocidal Agents” OR
Bacteriocide OR “Bacteriostatic” OR “antitubercular Agents” OR “Anti-Tuberculosis Agent” OR “Tuberculostatic Agent”

Table 1
Simplified search strategy in English used in databases.
Acronym Keyword Search vocabulary
Population Mycobacterium tuberculosis “Mycobacterium Tuberculosis”
Exhibition (anabinoids
Outcome Antibacterial activity
OR “Antitubercular Antibiotics”)
Made by the authors

The search was carried out on August 22, 2022 in the
databases LILACS, PubMed, EMBASE, Scopus, Web of Science,
PsycINFO, BMC's BioMed Central Journals, Cochrane Library,
Epistemonikos, Health Systems Evidence and Center for
Review Dissemination. At LILACS, the search was carried out
in English, Portuguese and Spanish. In the other databases,
English was used. Furthermore, gray literature was limited
to study protocol registration databases recommended in
the Methodological Guidelines of the Ministry of Health,"®
such as Clinical Trials and the gray literature databases Open
Grey, Gray Literature Report, Scientific Repository of Open
Access of Portugal (RCAAP), Brazilian Digital Bank of Theses
and Dissertations (BDTD), and Google Scholar. A manual
search was also carried out by checking the references cited
in the included articles.

Subsequently, the publications were exported to the
Qatar Computing Research Institute's Rayyan QCRI online
reference manager® for study selection. This selection was
made through reading and analysis of titles and abstracts
by two independent reviewers, whose disagreements were
resolved by a third reviewer.

The selected articles proceeded to the full reading stage
and confirmation of eligibility occurred with the articles
that presented a description of the antibacterial effects of
cannabinoids in tuberculosis. Subsequently, for data extraction

and analysis, a synthesis matrix was created with author, year,
objective and study design, in addition to the main results,
article quality, methodological quality and relevance. The
risk of bias assessment was also included, which was carried
out using the ROBIS""” an instrument which evaluates three
domains: pre-intervention (confounding, selection of study
participants), at the time of the intervention (bias in the
classification of the intervention), and post-intervention
(deviation from the intended intervention, missing data,
measurement of the outcome, selective reporting of results).

RESULTS

486 publications were found, of which 379 were identified
in databases, 104 in gray literature and 3 through manual
search. Among these, 15 publications were excluded due
to duplication and 471 were considered for reading the
title and abstract, with 11 studies being selected for reading
in full. Of these 11, 5 were excluded because they were
secondary studies, 3 because they did not address the use of
cannabinoids (Hops, Polygonatum officinale and rimonabant),
and 1 for not answering the guiding question. Therefore,
2 articles were considered eligible for our review. Figure
1 demonstrates the selection and inclusion and exclusion
process of articles.
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Identification of studies via databases and registers

‘ Identification of studies via other methods

Becords identified from databases: Records removed Records identified from: Records removed
I,{;‘Iea‘;lsI ,EZ;uob)med — | before screening: Open Grey (n =4) L before screening:
Embase (n = 14) Duplicate records removed Grey Literature (n =0) Duplicate records removed
s _ _ RCAAP (n=0) (n=2)
- copus (n=93) (h=13)
=] Web of Science (n=2) BDD (n=0) Total (n=2
g APA-PsycINFO (n = 0) Total (n=13) g.cth(t).lar Googl;: (nf3100) otal (n=2)
= Biomed Central Journals (n = 0) ation search (n=3)
a Cochrane Library (n =0) TOTAL (n = 107)
Epistemonikos (n = 0)
Health System Evidence (n =0)
Center for Review Dissemination (n = 0)
Clinical Trials (n=0)
TOTAL (n =379)
: ‘
Records screened (n=366)  —®|  Records excluded (n = 356) Records screened (n=105) > Records excluded (n = 104)
) \ 4
= Reports sought for retrieval
E (=10 | Reports not retrieved (n = 0) Reports sought for retrieval (n="1) —  Reports not retrieved (n = 0)
e =
s
\ 4 \ 4
Reports assessed for eligibility Reports excluded: Reports assessed for eligibility
(=1 Did not answer the quiding (h=1)
question (n=1)
Secondary study (n=5)
v Did not use cannabinoids (n = 3)
Studies included in review Total (n=9)
o= (n=1)
[=}
= Reports of included studies <
=| =1
TOTAL(n=2)

Flowchart of articles included in this systematic review, 2022

Modified from Page et al. (2020)™

In the present review, a pre-clinical in vitro study''® and a
pre-clinical study carried out with animals were included."
The antibacterial activity of CBD was identified in both studies,
although this was less evident in the study due to Blaskovich et
al.(2021).99The results in more detail are presented in Table 2.

When the quality of the articles was verified, Abichabki
et al. (2021)"® were evaluated with a final grade of 58.7%,

as they did not mention the purity and solubility of the
test, the cell passage number, the measures taken to avoid
contamination by mycoplasma, bacteria, fungi and viruses,
the cell density, statistical methods, software used, funding
sources and conflict of interests. The article by Blaskovich et
al. (2021)™ received a final grade of 91.9%, as they did not
mention the test's solubility and metabolic competence.
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Table 2
Summary of the results of the articles included in this systematic review.
Authorand year | Objective Design Main results Article quality Method quality | Relevance
Abichabkietal., | Toevaluate the antibacterial activity | Invitro (BD exhibited antibacterial activity 58,7 100 Directly relevant
202109 of ultrapure cannabidiol (CBD) against against different species of bacteria,
a wide diversity of Gram-negative including Mycobacterium tuberculosis,
(GN) and Gram-positive (GP) bacteria which causes TB, at a minimum
(44 different species, 95 strains), inhibitory concentration of (BB for
comprising standard strains and Mycobacterium tuberculosis H37Rv
clinical isolates, and to investigate (MIC=9.37+1.88 g/ mL) 117 and
the antibacterial activity of the (BD + MDR M. tuberculosis CF86 (MIC =
PB combination against GN bacteria, 18.78 +5.95 pg / mL), which should
including chromosomal and plasmid- be included in dlinical trials with
acquired PB-resistant and intrinsically promising efficacy.
PB-resistant GNB.
Blaskovich etal., | Verify the antimicrobial activity of CBD | In vivo (BD showed discrete activity against | 91,9 100 Directly relevant
2021 in different Gram-positive/negative M. tuberculosis H37Rv (MIC>64 pg mL
bacteria -1, although with 70% inhibition at
64 pgml)
DISCUSSION days; in the study by Abichabki et al. (2021),'® there was

Despite the extensive search carried out in the literature,
only two studies were identified that addressed the effect of
cannabinoids as an antimicrobial agent for Mycobacterium
tuberculosis, the causative agent of tuberculosis. In view of
this finding, itis worth highlighting the need for more clinical
and pre-clinical studies that investigate this effect, especially
considering that one of the aforementioned articles"®
presented a low percentage of approvalin relation toits quality.

Regarding the results of the two studies, there was a
difference in the minimum inhibitory concentration (MIC) of
CBD to observe the antimicrobial effect for the Mycobacterium
tuberculosis H37Rv strain, with the study Abichabki et al.
(2021)"® smaller than Blaskovich et al. (2021)® (9.37 pg/
mL and <64 ug/mL, respectively). This difference may be
related to the study method, since the first was in vitro and
the second involved infection of pig tissue and subsequent
treatment with CBD.

Furthermore, there was a difference between the
incubation time and addition of other components: in the
study by Blaskovich et al. (2021),"" 0.02% resazurin and
Tween-80 were added to each well with incubation for 5

no addition of resazurin, and the incubation was 7 days.
The effect of CBD in relation to the multidrug-resistant
Mycobacterium tuberculosis strain CF86 was also analyzed
in the study by Abichabki et al. (2021)"® and presented an
MIC of 18.78 ug/mL.

The main limitation of this review is the low number
of articles found. There are only two of them, the results of
our search demonstrate that very little is still known about
the possible therapeutic effects of CBD for the treatment of
tuberculosis and highlights the need for further investigations
in the area.

CONCLUSION

From the preliminary results reported, there appears to
be a possible therapeutic effect of CBD for the treatment
of tuberculosis. Despite this, it is not known whether other
cannabinoids have this potential or which one is supposed
to be more effective. Therefore, this review is limited by
the available evidence and makes clear the need for other
studies involving the use of cannabinoids and their effects
on M. tuberculosis.
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Resumo

Introdugdo: As espécies de fungos do género Candida sao a causa predominante de infec¢des fungicas nosocomiais e a quarta principal causa de todas
as infeccoes hospitalares. Objetivo: Realizar um estudo exploratorio na literatura acerca das implicagoes associadas a infeccao por Candida auris em
individuos na faixa etaria pediatrica. Metodologia: Trata-se de um estudo observacional e descritivo com abordagem qualitativa do tipo revisao integrativa
de literatura. Resultados: Foram encontrados 117 trabalhos nas bases de dados selecionadas, 71 resultados na PubMed e 46 na BVS. Na base de dados
do SciELO nao houve resultado. Apos triagem pelo titulo foram selecionadas 57 publica¢oes, destas, 5 eram duplicadas nas bases de dados. Apos leitura
do resumo e texto completo foram excluidas 44 publicacdes e 8 estudos foram selecionados. Discussdo: Na populacéo pedidtrica, a infeccdo mais
comum por C. auris é a de corrente sanguinea; a incidéncia é maior no sexo masculino e a média de mortalidade nos estudos com criancas e neonatos
é de aproximadamente 40%, com associacdes a outras complicacdes. Conclusées: Candida auris é um patdégeno de relevancia a nivel global, visto seu
impacto na saide humana. O elenco terapéutico para tratamento da candidemia por C. auris é reduzido e a tendéncia é o aumento da resisténcia aos
antifingicos disponiveis. O controle de infeccdes nosocomiais e surtos intra-hospitalares deve ser priorizado.

Palavras-chave: Candida auris; Pediatria; Crianca; Neonato.

Abstract

Introduction: Fungal species of the genus Candida are the predominant cause of nosocomial fungal infections and are the fourth leading cause of all
nosocomial infections. Objective: To carry out an exploratory study in the literature on the implications associated with Candida auris infection in individuals
in the pediatric age group. Methodology: This is an observational and descriptive study with a qualitative approach of the integrative literature review
type. Results: 117 works were found in the selected databases, 71 results in Pubmed and 46 in the VHL. There were no results in the SciELO database. After
screening by title, 57 publications were selected, of which 5 were duplicates in the databases. After reading the abstract and full text, 44 publications were
excluded and 8 studies were selected. Discussion: In the pediatric population, the most common C. auris infection is bloodstream, the incidence is higher in
males and the average mortality rate in studies with children and newborns is approximately 40%, with associations with other complications. Conclusions:
Candida auris is a globally relevant pathogen due to its impact on human health. The therapeutic range for treating candidemia caused by C. auris is reduced
and the tendency is for resistance to available antifungals to increase. The control of nosocomial infections and intra-hospital outbreaks must be prioritized.

Keywords: Candida auris; Pediatrics; Children; Newborn.
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INTRODUCAO

As infeccdes causadas por fungos vém tomando grande
importancia na medicina nas Ultimas décadas por impacta-
rem negativamente na saude, sobretudo em pacientes com
imunossupressao ou hospitalizados com doencas graves
associadas. As espécies de fungos do género Candida sao
a causa predominante de infec¢des fungicas nosocomiais e
a quarta principal causa de todas as infec¢des hospitalares.
(12 De acordo com Du et al.”’ (2020), anualmente ocorrem
aproximadamente 400.000 infec¢des por corrente sanguinea
(IPCS) causadas por Candida spp. em todo o mundo, com
taxas de mortalidade superiores a 40%.

A levedura Candida auris foiisolada pela primeira vez no
Japao em 2009 a partir da secrecao auditiva de uma paciente
do sexo feminino. Nos anos seguintes, infeccées causadas por
C. auris tornaram-se uma ameaca global de saude publica
devido a sua rapida disseminagao ao redor do mundo e do
tipo de resisténcia a multiplos farmacos antiflingicos exibido
por essa levedura. A candidemia tem sido o tipo de infeccdo
invasiva mais frequentemente relatada por C. auris, com
mortalidade variando de 30% a 60%."?

Com relagao ao publico pediatrico, devido a presenca de
um sistema imunoldégico imaturo, no geral, pode aumentar
a suscetibilidade a doencas infecciosas. No ambiente hospi-
talar, a necessidade de ventilacdo mecanica, sedacéo, uso de
sondas, aspiracao recorrente, hospitalizacdao prolongada e a
presenca de comorbidades sao fatores de risco reconhecidos
para o desenvolvimento de infeccdes nosocomiais.®

Apesar de uma taxa de incidéncia menor, infec¢des
fungicas em recém-nascidos e criangas sao uma realidade
alarmante devido a morbidade e mortalidade associadas e
poucas opgdes de terapia farmacoldgica.®* Em um estudo
de Almazeedi et al.®)(2023), na avaliacdo das infec¢des hos-
pitalares em uma unidade de terapia intensiva pediatrica, foi
relatado que a taxa de mortalidade das infec¢ées por fungos
foi superior em comparacao a infeccdes bacterianas. Vale

ressaltar que todas as espécies de fungos relatadas neste
estudo sdo do género Candida.

Dessa forma, o objetivo desta pesquisa é realizar um
estudo exploratério na literatura acerca das implicagdes
associadas a infeccao por Candida auris em individuos na
faixa etdria pediatrica.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho trata-se de um estudo observacio-
nal e descritivo com abordagem qualitativa do tipo revisédo
integrativa de literatura. A selecdo dos artigos cientificos para
compor esta revisao foi feita nas seguintes bases de dados
eletronicos: National Library of Medicine (PubMed), BVS
Brasil (Biblioteca Virtual em Satde - Brasil) e SciELO (Scientific
Electronic Library Online). Para a busca cruzou-se o descritor
“Candida auris" com “pediatrics’, “children” e “neonatal”; o
cruzamento se deu por meio do operador booleano AND.

Foram considerados estudos em qualquer idioma, pes-
quisas com seres humanos na faixa etaria pediatrica ou com
correlagées e publicados nos ultimos cinco anos (2020 a
2024). Como critérios de exclusao foram adotados: trabalhos
que ndo se adequassem ao objetivo da pesquisa, revisdes de
literatura, pre-print e fora dos demais critérios de incluséo.

RESULTADOS

Foram encontrados 117 trabalhos nas bases de dados
selecionadas dos quais, 71 resultados na PubMed e 46 na
BVS. Na base de dados do SciELO nao houve resultado. Apés
triagem pelo titulo foram selecionadas 57 publicacdes, destas,
5 eram duplicadas nas bases de dados.

Ap0s leitura do resumo e texto completo foram excluidas
44 publicacoes e 8 estudos foram selecionados como mos-
tra a Figura 1. Os 8 estudos selecionados que avaliaram os
impactos da infeccao por C. auris em populacdes pediatricas
encontram-se descritos no Quadro 1.
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IDENTIFICACAO

TRIAGEM

ELEGIBILIDADE

INCLUSAO

Estudos identificados através de pesquisas
em bases de dados (n=117):

PubMed (n=71); BVS (n = 46); SGELO (n = 0)

Estudos incluidos na revisao (n = 8)

Estudos selecionados (n = 57) - >

Estudos removidos por duplicata (n =5)

Estudos selecionados (n = 52) EE—

Estudos removidos por ndo atenderem aos
critérios de inclusao (n = 44)

Fluxograma de pesquisa

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Estudos que avaliaram os impactos da infeccao por C. auris em populagdes pedidtricas.
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AUTOR TiTULO TIPO DE ESTUDO RESULTADOS
Berrio et al.® (2020) Bloodstream infections with Estudo retrospectivo Das 34 crianas com candidemia por C. auris. 65% dos pacientes eram do sexo masculino,
(andida auris among children in 47% tinham idade entre 29 e 365 dias. 82% tinham CVC. A mortalidade hospitalar
Colombia: Clinical characteristics associada foi de 41%, incluindo 57% em neonatos, 50% em bebés ndo neonatais, 17%
and outcomes of 34 cases em criancas de Ta 5 anos e 20% naquelas com idade acima de 5 anos. 0 tempo médio
desde a ICS por Candida até a morte foi de 10 dias (IQR, 6-23 dias).
Chandramati et al.©® Neonatal Candida auris infection: Estudo retrospectivo A gestacdo média foi de 32,4 + 4,9 semanas com mortalidade geral de 41%. As
(2020) Management and prevention caracteristicas clinicas eram indistinguiveis de outras causas de sepse. C. auris foi sensivel
strategies - A single centre a micafungina, mas resistente ao fluconazol e teve sensibilidade variével ao voriconazol
experience e a anfotericina. A sobrevivéncia melhorou para 83% quando os bebés foram tratados
com uma combinagdo de micafungina e anfotericina B. Os ndo sobreviventes tinham
menor peso ao nascer e apresentavam outros fatores de risco.
Escanddn etal.” (2021) | Laboratory-based surveillance of Estudo retrospectivo Foram identificados 1.720 casos de C. auris. A idade média dos pacientes foi de 34 anos;
Candida auris in Colombia, 2016- 317 (18%) casos eram criancas menores de 16 anos, 54% eram do sexo masculino.
2020 A suscetibilidade antiftingica foi testada em 379 isolados; 35% dos isolados eram
resistentes ao fluconazol, 33% eram resistentes a anfotericina B e 0,3% dos isolados
eram resistentes a anidulafungina, 12% eram multirresistentes e nenhum isolado pan-
resistente foi identificado.
Kekana et al.®) (2023) Candida auris Clinical Isolates Estudo transversal Dos 287 casos com infecc@o por C. auris confirmada por cultura e identificados através
Associated with Outbreak in de vigilancia laboratorial, 207 (72%) tinham isolados vidveis e 188 (66%) foram
Neonatal Unit of Tertiary Academic processados para sequenciacao do genoma completo. Os isolados clado Il (118/188,
Hospital, South Africa 63%) e IV (70/188, 37%) cocircularam no hospital. Todos os 181/188 isolados que
apresentavam CIM de fluconazol > 32ug/mL apresentavam mutacdes no £RGT1.
Dominado pelo clado Ill, o surto em unidades neonatais foi responsével por 32%
(91/287) de todos os casos durante o periodo do estudo.
Mohsin et al.” 2020 A Cluster of Candida auris Blood Estudo retrospectivo Dos 23 pacientes com fungemia por C. auris, 2 eram pacientes pediétricos. Todas
Stream Infections in a Tertiary Care as amostras isoladas ndo foram suscetiveis ao fluconazol, mas eram sensiveis as
Hospital in Oman from 2016 to 2019 equinocandinas e estas foram utilizadas como terapia de primeira linha. C. auris afeta
adultos e criangas com uma variedade de fatores de risco, incluindo cateteres venosos
centrais e uso excessivo de antibidticos.
Moin et al." (2021) C. auris and non-C. auris candidemia | Estudo de coorte Um total de 26 casos de candidemia (4 C. auris, 22 ndo- C. auris) em 2.438 internados
in hospitalized adult and pediatric | retrospectivo por COVID-19 e 59 casos de candidemia (6 C. auris, 53 ndo- C. auris) em internados foram
(OVID-19 patients; single center identificados pacientes ndo-COVID-19. Quatro dos 26 dos pacientes com candidemia
data from Pakistan e com COVID-19 tinham idade < 15 anos (10 meses a 15 anos). Os pacientes com
candidemia por C. auris tiveram uma permanéncia mais longa no hospital antes da
candidemia (20 vs. 9 dias) e maior taxa de isolamento de bactérias multirresistentes
(100 vs. 50%) Tanto os pacientes com COVID-19 com C. auris quanto os ndo-C. auris
tiveram taxa de mortalidade semelhante (67 vs. 65%).
Shuping etal.™ (2023) | High Prevalence of Candida auris Estudo transversal Avaliagdo e vigilancia infecciosa de 195 criancas. A sensibilidade de uma PCR para
Colonization during Protracted deteccdo rapida de colonizacdo foi de 44% em comparagdo com a cultura. A taxa de
Neonatal Unit Outbreak, South incidéncia de infeccdo diminuiu 85% apds a pesquisa e implementacdo do isolamento/
Africa coorte.
A Cluster of Neonatal Infections Série de casos E relatada uma série de casos de 8 pacientes neonatos e infantis que foram atendidos em

Socarras et al." (2021)

Caused by Candida auris at a Large
Referral Center in Colombia

um grande centro de referéncia na Colombia e que desenvolveram infec¢des invasivas
causadas por C. haemulonii e C. auris.

Fonte: Elaborado pelos autores.
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DISCUSSAO

Quando C. auris foi identificado pela primeira vez em
2009, a infeccao pelo patégeno era considerada rara, con-
tudo, na ultima década, a espécie distribuiu-se globalmente,
causando surtos em unidades de saide em mais de 50 paises.
As maiores problematicas associadas sao: facil transmissao e
resisténcia a varios medicamentos antiflingicos disponiveis.'

Nesse contexto, Berrio et al.®’ (2021) conduziram um
estudo retrospectivo, que acompanhou 34 criangas com
candidemia por C. auris, sendo 65% do sexo masculino e
47% com idade entre 29 e 365 dias. A maioria possuia cateter
venoso central (CVC), somando 82%, que é um dos principais
fatores associados a infeccao fungica em criancas, sobretudo
em um ambiente de cuidados intensivos. Pacientes pedia-
tricos onco-hematolégicos que necessitam utilizar CVC por
longo tempo tendem a desenvolver infeccdes recorrentes
por Candida spp. Outros fatores de risco vistos clinicamente
que também influenciam no desenvolvimento de infeccoes
fungicas sdo:idade, doenca de base, neutropenia, imunode-
ficiéncia, uso de corticoides e de nutricdo parenteral total.

No estudo, 97% receberam tratamento antifingico
especifico para IPCS por C. auris. Desses, 47% receberam
desoxicolato de anfotericina B, 29% receberam azobis e 21%
receberam caspofungina. O teste de suscetibilidade anti-
fungica foirealizado em 13 isolados. 54% eram resistentes a
anfotericina B, 15% eram resistentes ao fluconazol e 8% eram
resistentes a anidulafungina e também resistentes a anfote-
ricina B, mas suscetiveis a caspofungina e a micafungina. A
anfotericina B é amplamente utilizada em pacientes graves
clinicamente pelo amplo espectro de acao, contudo um
perfil de resisténcia como descrito no estudo e ademora no
crescimento das culturas microbiolégicas fazem com que os
pacientes nao tenham acesso a uma farmacoterapia efetiva.

Na pratica clinica, pacientes com sinais e sintomas evi-
dentes de infeccdo fungica usam antifungicos empiricamente
devido a demora nos resultados laboratoriais microbiol6-
gicos. Frequentemente iniciam com fluconazol, contudo
logo escalonam para micafungina ou anfotericina B em
casos deinstabilidade clinica, plaquetopenia grave, cirurgias
abdominais. O acompanhamento laboratorial e de imagem
sao imprescindiveis para o diagnéstico rapido da patologia
quando ha forte suspeita clinica, hemogramas com plaque-
topenia, leucocitose e aumento das formas imaturas destes.
Raio-X, ultrassonografia, tomografia computadorizada e
fundo de olho sao arcaboucos utilizados para pesquisa de
focos profundos.

Neste mesmo estudo, a mortalidade hospitalar associada
foi de 41%, incluindo 57% em neonatos, 50% em bebés ndo
neonatais, 17% em criangas de 1 a 5 anos e 20% naquelas
comidade acima de 5 anos. O tempo médio desde a infeccao
de corrente sanguinea por Candida spp. até a morte foi de
10 dias (IQR, 6-23 dias). Neonatos prematuros, sobretudo
de baixo peso ou muito baixo peso, sdo pacientes que ten-
dem a ter quadros clinicos mais graves e maior tendéncia
a candidemia, devido ao uso prolongado de antibi6ticos,
sistema imunoldgico imaturo e malformacdes do trato gas-
trointestinal. Portanto, sdo pacientes que vao ao 6bito mais
rapido quando infectados por fungos do que criancgas de
idade superior.

Ademais, na populacdo pediatrica, a infeccdo mais
comum por C. auris é a de corrente sanguinea, a incidéncia
é maior no sexo masculino e a média de mortalidade nos
estudos com criancas e neonatos é de aproximadamente
40%, com associagdes a outras complicagdes.™ Na pesquisa
de Berrio et al.®’ (2020), 26% dos pacientes eram prematuros,
59% estavam desnutridos, 12% tinham cancer, 3% tinham
um transplante de érgao sélido e 3% tinham doenca renal
subjacente; 82% receberam transfusdo de sangue 7 dias
antes da infeccdo de corrente sanguinea e 9% entraram
em hemodialise. O cancer mais prevalente na infancia é a
LLA frequentemente associada a internacdes recorrentes,
sobretudo por neutropenia febril e o uso prolongado de
CVC para a realizacao de quimioterapia. Esses fatores citados
anteriormente concomitante a baixa imunidade favorecem
a infeccao por Candida spp. Em consonancia, devido a fra-
gilidade geral do quadro clinico, a mortalidade tende a ser
significativa nessa populacéo.

Chandramati et al.©® (2020) obtiveram resultados simila-
res, em uma avaliacdo com neonatos; a gestacdo média foi
de 32,4 (+ 4,9) semanas com mortalidade geral de 41%. As
caracteristicas clinicas eram indistinguiveis de outras causas
de sepse. Candida auris presente nas amostras foi sensivel a
micafungina, mas resistente ao fluconazol e teve sensibilidade
varidvel ao voriconazol e a anfotericina B. A sobrevivéncia
melhorou para 83%, quando os bebés foram tratados com
uma combinacdo de micafungina e anfotericina B. Os que
foram a ébito tinham menor peso ao nascer e apresentavam
outros fatores de risco.

Em consonéancia, Socarras et al.'? (2021) avaliaram
uma série de 8 casos, cuja mortalidade foi de 37,5%. No
entanto, esse resultado foi secundério a doenca de base.
O autor cita, ainda, que infeccdes invasivas causadas por C.
auris aumentam provavelmente a mortalidade se a terapia
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antifungica nao for otimizada e associada a outras medidas,
como a remocdo de dispositivos colonizados invasivos,
devido a formacao de biofilme.?

O uso da terapia antibacteriana de amplo espectro foi
um fator de risco critico compartilhado por todos os casos
da série relatados neste estudo, no qual é reconhecido
como um fator de risco para candidiase invasiva. Este risco
é compartilhado com muitas classes de antimicrobianos,
mas ha evidéncias de que o uso de piperacilina/tazobactam
é um importante fator de risco predisponente para candi-
diase sistémica. Além disso, neonatos com malformacodes
gastrointestinais (o intestino é um dos reservatérios de
Candidaspp.) e lactentes com doencas cardiacas complexas
apresentam risco aumentado de infec¢des fungicas invasivas,
principalmente aqueles submetidos a transplante cardiaco
em uso de imunossupressores e pacientes cardiopatas com
repercussao pulmonar.?

Ashkenazi-Hoffnung e Rosenberg Danziger (2023)
relataram em sua revisao sobre o tema que varios clones de
C. auris surgiram e foram identificados na ultima década.
Andlises filogenéticas baseadas no polimorfismo de nucleo-
tideo Unico em todo o genoma identificaram cinco clados
principais em todo o mundo: Sul da Asia (I), Leste Asiatico
(I, Sul-africano (lll), Sul-americano (IV) e um novo clado de
Ira (V). Foi demonstrado que os clados apresentam caracte-
risticas clinicas e microbioldgicas Unicas. Até agora, surtos
nosocomiais e infecgdes invasivas tém sido associados aos
clados |, lll e IV de C. auris."™

Na pesquisa de Kekana et al.® (2023) que avaliou, em um
hospital terciario da Africa do Sul, 287 casos com infeccio por
C. auris, foi verificado que, destes, 66% foram processados
para sequenciamento do genoma completo e identificaram
apresencado clado Il eV de C. auris. O clado Il foi mais pre-
valente nas infeccoes neonatais (32%). Nesta pesquisa, das
188 amostras avaliadas geneticamente, 181 apresentaram
concentracdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol > 32ug/
mL e muta¢des no ERGT1.

No que se refere ao tratamento para infeccdes por Can-
dida spp., normalmente devem ser usados antifungicos
azoélicos que atuam inativando o lanosterol 14a-desmetilase,
inibindo assim a biossintese de ergosterol, um composto
essencial para a membrana fungica e integridade celular. A
resisténcia aos azbis é comumente associada ao uso indis-
criminado de antimicrobianos, mas também pode ocorrer
por fatores intrinsecos, como alteracbes ou mutagdes na
expressao de genes, como o0 ERG11 e ERG3, que codificam
proteinas envolvidas na biossintese de ergosterol. Mutagdes

nestes dois genes podem alterar criticamente a eficacia dos
antifungicos azélicos.1>19)

Na avaliacdo de Escanddn et al.” (2021) foram identifica-
dos 1.720 casos de C. auris na Coldmbia entre 2016 e 2020. A
idade média dos pacientes foi de 34 anos, dentre estes 18%
eram criangas menores de 16 anos e 54% eram do sexo mascu-
lino. A suscetibilidade antifiingica foi testada em 379 isolados,
destes 35% dos isolados eram resistentes ao fluconazol, 33%
eram resistentes a anfotericina B e 0,3% dos isolados eram
resistentes a anidulafungina, 12% eram multirresistentes e
nenhum isolado pan-resistente foi identificado."?

O estudo de Mohsin et al.”) (2020) também avaliou a tera-
pia antifungica de pacientes, nesse caso com um total de 23
amostras em um hospital terciario de Oman, com fungemia
por C. auris. Dos 23 pacientes com fungemia por C. auris, 2
eram pacientes pediatricos. Todas as amostras isoladas nao
foram suscetiveis ao fluconazol, confirmando a resisténcia
dalevedura a 4zois, mas eram sensiveis as equinocandinas e
estas foram utilizadas como terapia de primeira linha.

Apesar de muitos estudos demonstrarem a sensibilidade
de C. auris a equinocandinas como anidulafungina, caspo-
fungina e micafungina, estas opcdes terapéuticas podem
nao ser suficientes no futuro, visto que a resisténcia a essa
classe medicamentosa vem aumentando, o que ira limitar
ainda mais o arsenal terapéutico.>'¥

Além disso, bebés hospitalizados em unidades de terapia
intensiva neonatal correm alto risco de candidiase invasiva,
sendo a segunda causa mais comum de morte relacionada a
infeccdo, com uma taxa de mortalidade de 24% a 26%.Comoa
depuracgao da micafungina ajustada ao peso corporal é maior
em neonatos do que em criangas mais velhas e adultos, os
bebés necessitam de doses de micafungina mais altas com
base no peso corporal."”

Auriti et al."” (2021) avaliaram, em um estudo clinico
com 35 neonatos e lactentes jovens colonizados por Candida
spp. a eficacia e seguranca da micafungina nesta populagao.
Em 20% dos pacientes foi observado aumento transitério
das transaminases. A micafungina na dose de 8 mg/kg por
dia foi eficaz e bem tolerada. O sucesso do tratamento com
micafungina foi alcancado em 61,9% dos pacientes, inde-
pendentemente da duracao do tratamento, e em pacientes
que completaram um minimo de 14 dias de terapia com
micafungina o sucesso foi de 86,7%. Fungemias requerem
um tempo maior de utilizacdo e acompanhamento rotineiro
de exames laboratoriais e de culturas microbioldgicas.

Medidas para o controle de surtos por fungemia também
sao validas, foi o que Shuping et al."" (2023) avaliaram, com a
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vigilancia infecciosa de 195 criancas em uma unidade neonatal
na Africa do Sul. A sensibilidade da PCR para deteccéo rapida
de colonizacgao foi de 44% em comparagao com a cultura. A
taxa de incidéncia de infeccao diminuiu 85% apos a pesquisa
e implementacao do isolamento/coorte.

Candida spp. pode ser transferida de superficies ambien-
tais para as maos. Candida auris demonstrou persistir em
plasticos por pelo menos 14 dias, com testes de viabilidade
indicando que as células também sao capazes de entrar em
um ambiente metabolicamente ativo, mas nao cultivavel.
Dada a propensao de C. auris causar surtos, o Centro de
Controle e Prevencao de Doencas dos Estados Unidos enfa-
tiza a adesao a uma boa higiene das maos, combinada com
precaucdes padrao e de contato, isolamento de pacientes
infectados em quartos privados, realizacao de limpeza diaria
completa e desinfeccao de salas terminais."®

Dezanos apés aidentificacao de C. auris, foi reportado o
primeiro caso de COVID-19, doenca causada pelo virus SAR-
S-CoV-2. As coinfeccoes por patdgenos sdo extremamente
alarmantes, a persisténcia de C. auris nas superficies hospi-
talares e sua alta resisténcia aos antifungicos, associadas as
complicagdes causadas pela COVID-19, podem ser drasticas e
resultar em ébitos. Os pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) correm maior risco de colonizagao/
infeccao por C. auris."

Moin et al."?(2021) avaliaram casos de candidemia asso-
ciados ou ndo a COVID-19.Um total de 26 casos de candidemia
(4 C. auris, 22 nao-C. auris) em 2.438 internados por COVID-
19 e 59 casos de candidemia (6 C. auris, 53 nao-C. auris) em
internados foram identificados pacientes ndo-COVID. Quatro
dos 26 dos pacientes com candidemia por COVID-19 tinham
idade < 15anos (10 meses a 15 anos). Os pacientes com can-
didemia por C. auris tiveram uma permanéncia mais longa
no hospital antes da candidemia (20 vs. 9 dias) e maior taxa
de isolamento de bactérias multirresistentes (100 vs. 50%).
Tanto os pacientes com COVID-19 ndo-C. auris quanto os com
C. auris tiveram taxa de mortalidade semelhante (65 vs. 67%).

CONCLUSOES

Candida auris é um patdgeno de relevancia a nivel global,
devido ao seuimpacto na saide humana. O elenco terapéu-
tico para tratamento da candidemia por C. auris é reduzido
e a tendéncia é o aumento da resisténcia aos antifungicos
disponiveis. O controle de infeccdes nosocomiais e surtos
intra-hospitalares deve ser priorizado.

A associacao C. auris e outras condi¢des dos pacientes,
como doencas adjacentes, com destaque para COVID-19,
favorece o aumento da morbidade e da mortalidade, estando
a morbidade associada a danos neurolégicos em bebés.

O uso indiscriminado de antimicrobianos foi destaque
entre os estudos analisados, como preditor de infeccao por
Candida spp., em individuos com sistema imunolégico em
formacdo, como neonatos e criancas, sendo imprescindivel
um cuidado multiprofissional associado para minimizar
quaisquer danos aos pacientes.
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Abstract

Introduction: Fungal species of the genus Candida are the predominant cause of nosocomial fungal infections and are the fourth leading cause of all
nosocomial infections. Objective: To carry out an exploratory study in the literature on the implications associated with Candida auris infection in individuals
in the pediatric age group. Methodology: This is an observational and descriptive study with a qualitative approach of the integrative literature review
type. Results: 117 works were found in the selected databases, 71 results in Pubmed and 46 in the VHL. There were no results in the SciELO database. After
screening by title, 57 publications were selected, of which 5 were duplicates in the databases. After reading the abstract and full text, 44 publications were
excluded and 8 studies were selected. Discussion: In the pediatric population, the most common C. auris infection is bloodstream, the incidence is higher in
males and the average mortality rate in studies with children and newborns is approximately 40%, with associations with other complications. Conclusions:
Candida auris is a globally relevant pathogen due to its impact on human health. The therapeutic range for treating candidemia caused by C. auris is reduced
and the tendency is for resistance to available antifungals to increase. The control of nosocomial infections and intra-hospital outbreaks must be prioritized.

Keywords: Candida auris; Pediatrics; Children; Newborn.

Resumo

Introdugdo: As espécies de fungos do género Candida sao a causa predominante de infec¢des fingicas nosocomiais e a quarta principal causa de todas
as infeccdes hospitalares. Objetivo: Realizar um estudo exploratdrio na literatura acerca das implicacdes associadas a infeccao por Candida auris em
individuos na faixa etaria pediatrica. Metodologia: Trata-se de um estudo observacional e descritivo com abordagem qualitativa do tipo revisao integrativa
de literatura. Resultados: Foram encontrados 117 trabalhos nas bases de dados selecionadas, 71 resultados na PubMed e 46 na BVS. Na base de dados
do SciELO nao houve resultado. Apds triagem pelo titulo foram selecionadas 57 publica¢des, destas, 5 eram duplicadas nas bases de dados. Apos leitura
do resumo e texto completo foram excluidas 44 publicagoes e 8 estudos foram selecionados. Discussdo: Na populagao pediatrica, a infecgao mais
comum por C. auris é a de corrente sanguinea; a incidéncia é maior no sexo masculino e a média de mortalidade nos estudos com criangas e neonatos
é de aproximadamente 40%, com associacdes a outras complicacdes. Conclusées: Candida auris é um patdégeno de relevancia a nivel global, visto seu
impacto na saude humana. O elenco terapéutico para tratamento da candidemia por C. auris é reduzido e a tendéncia é o aumento da resisténcia aos
antifingicos disponiveis. O controle de infeccdes nosocomiais e surtos intra-hospitalares deve ser priorizado.
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INTRODUCTION

Fungal infections have gained significant importance
in medicine over the past decades due to their negative
impact on health, particularly inimmunosuppressed patients
or those hospitalized with severe comorbidities. Fungal
species of the Candida genus are the predominant cause of
nosocomial fungal infections and the fourth leading cause
of all hospital-acquired infections."? According to Du et al.”
(2020), approximately 400,000 bloodstream infections (BSls)
caused by Candida spp. occur annually worldwide, with
mortality rates exceeding 40%.

The yeast Candida auris was first isolated in Japan in
2009 from the ear secretion of a female patient. In the
following years, infections caused by C. auris became a
global public health threat due to its rapid spread worldwide
and its resistance to multiple antifungal drugs. Candidemia
has been the most frequently reported type of invasive
infection caused by C. auris, with mortality rates ranging
from 30% to 60%.12

In the pediatric population, the presence of animmature
immune system generally increases susceptibility to
infectious diseases. In the hospital setting, the need for
mechanical ventilation, sedation, use of catheters, recurrent
aspiration, prolonged hospitalization, and the presence of
comorbidities are recognized risk factors for the development
of nosocomial infections.®)

Although the incidence rate is lower, fungal infections
in newborns and children are an alarming reality due to the
associated morbidity and mortality, as well as the limited
pharmacological treatment options available.® In a study
by Almazeedi et al.®) (2023), which assessed nosocomial
infections in a pediatric intensive care unit, it was reported that
the mortality rate for fungal infections was higher compared
to bacterial infections. It is worth noting that all fungal species
reported in this study belong to the Candida genus.

Thus, the objective of this research is to conduct an
exploratory study of the literature on the implications
associated with Candida auris infection in individuals within
the pediatric age group.

MATERIALS AND METHODS

This study is an observational and descriptive research
with a qualitative approach, classified as an integrative
literature review. The selection of scientific articles for
this review was conducted using the following electronic
databases: National Library of Medicine (PubMed), Virtual
Health Library - Brazil (BVS Brasil), and Scientific Electronic
Library Online (SciELO). The search strategy combined the
descriptor "Candida auris" with "pediatrics," "
"neonatal," using the Boolean operator AND.

Studies in any language were considered, provided they
involved human research within the pediatric age group or
presented relevant correlations and were published within
the last five years (2020-2024). Exclusion criteria included
studies that did not align with the research objective, literature
reviews, preprints, and those that did not meet the remaining
inclusion criteria.

children," and

RESULTS

A total of 117 studies were retrieved from the selected
databases, including 71 results from PubMed and 46 from the
Virtual Health Library (BVS). No results were found in the SciELO
database. After title screening, 57 publications were selected;
among these, five were duplicates across the databases.

Following the abstract and full-text review, 44 publications
were excluded, and eight studies were selected, as shown
in Figure 1. The eight selected studies, which assessed the
impact of C. auris infection in pediatric populations, are
described in Chart 1.
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=
2 Studies identified through database searches
=T
= (n=117);
=
5 PubMed (n = 71); BVS (n = 46); SGELO (n=10)
)
=
é Studies selected (n =57) > Duplicates removed (n =5)
2
= ) )
= Studies selected (n = 52) . Stu#les re.move.d ft?r not meeting
2 inclusion criteria (n = 44)
=
=]
§ Studies included in the review (n = 8)
=
Research flowchart.

Source: Authors.
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Studies that assessed the impacts of C. auris infection in pediatric populations.

AUTHOR TITLE STUDY TYPE RESULTS
Berrio et al.® (2020) Bloodstream infections with Retrospective Study 0f the 34 children with candidemia caused by C. auris, 65% of the patients were male,
Candida auris among children in and 47% were aged between 29 and 365 days. 82% had CVC. The associated hospital
Colombia: Clinical characteristics mortality was 41%, including 57% in neonates, 50% in non-neonatal infants, 17%
and outcomes of 34 cases in children aged 1to 5 years, and 20% in those older than 5 years. The median time
from Candida BSI to death was 10 days (IQR, 6-23 days).
Chandramati et al.©® Neonatal Candida auris infection: Retrospective Study The mean gestational age was 32.4 = 4.9 weeks, with an overall mortality rate of
(2020) Management and prevention 41%. The clinical features were indistinguishable from other causes of sepsis. C. auris
strategies - A single centre was sensitive to micafungin but resistant to fluconazole, and it showed variable
experience sensitivity to voriconazole and amphotericin. Survival improved to 83% when infants
were treated with a combination of micafungin and amphotericin B. Non-survivors
had lower birth weight and presented other risk factors.
Escanddn etal.” (2021) | Laboratory-based surveillance of Retrospective Study Atotal of 1,720 cases of C. auris were identified. The mean age of the patients was

Candida auris in Colombia, 2016-
2020

34 years; 317 (18%) cases were children under 16 years old, and 54% were male.
Antifungal susceptibility was tested in 379 isolates; 35% of the isolates were resistant
to fluconazole, 33% were resistant to amphotericin B, and 0.3% of the isolates were
resistant to anidulafungin. 12% were multidrug-resistant, and no pan-resistant
isolates were identified.

Kekana et al.®) (2023)

Candida auris Clinical Isolates
Associated with Outbreak in
Neonatal Unit of Tertiary Academic
Hospital, South Africa

(ross-sectional study

Of the 287 cases of C. auris infection confirmed by culture and identified through
laboratory surveillance, 207 (72%) had viable isolates, and 188 (66%) were processed
for whole-genome sequencing. Clade I11 (118/188, 63%) and IV (70/188, 37%)
isolates cocirculated in the hospital. All 181/188 isolates with fluconazole MIC > 32
pg/mL had mutations in ERG11. Dominated by clade IIl, the outbreak in neonatal
units accounted for 32% (91/287) of all cases during the study period.

Mohsin et al.”) 2020

A Cluster of Candida auris Blood
Stream Infections in a Tertiary Care
Hospital in Oman from 2016 to 2019

Retrospective Study

0f the 23 patients with C. auris fungemia, 2 were pediatric patients. Al isolated
samples were resistant to fluconazole but sensitive to echinocandins, which were
used as the first-line therapy. C. auris affects both adults and children with a variety
of risk factors, including central venous catheters and excessive use of antibiotics.

Moin et al.®® (2021)

C. auris and non-C. auris candidemia
in hospitalized adult and pediatric
Covid-19 patients; single center data
from Pakistan

Retrospective cohort study

A total of 26 cases of candidemia (4 C. auris, 22 non-C. auris) in 2,438 patients
hospitalized for Covid-19 and 59 cases of candidemia (6 C. auris, 53 non-C. auris)

in patients hospitalized for non- Covid-19 conditions were identified. Four of the

26 patients with candidemia and Covid-19 were aged < 15 years (10 months to 15
years). Patients with C. auris candidemia had a longer hospital stay before the onset
of candidemia (20 vs. 9 days) and a higher rate of multidrug-resistant bacterial
isolation (100% vs. 50%). Both patients with Covid-19 and C. auris and those with
non-C. auris candidemia had similar mortality rates (67% vs. 65%).

Shuping et al." (2023)

High Prevalence of Candida auris
Colonization during Protracted
Neonatal Unit Outbreak, South
Africa

(ross-sectional study

Evaluation and infectious surveillance of 195 children. The sensitivity of a PCR for rapid
detection of colonization was 44% compared to culture. The infection incidence rate
decreased by 85% after the research and implementation of isolation/cohort strategies.

Socarras et al.™ (2021)

A Cluster of Neonatal Infections
Caused by Candida auris at a Large
Referral Center in Colombia

(ase series

A case series is reported involving 8 neonatal and pediatric patients who were treated
at alarge referral center in Colombia and developed invasive infections caused by C.
haemulonii and C. auris.

Source: Authors.

Legend: CVC: central venous catheter; BSI: bloodstream infection; MIC: minimum inhibitory concentration.
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DISCUSSION

When C. auris was first identified in 2009, infection by
this pathogen was considered rare. However, over the past
decade, the species has spread globally, causing outbreaks
in healthcare facilities across more than 50 countries. The
main concerns associated with C. auris infection include its
high transmissibility and resistance to multiple available
antifungal drugs."®

In this context, Berrio et al.® (2021) conducted a
retrospective study that followed 34 children with C. auris
candidemia, of whom 65% were male and 47% were between
29 and 365 days old. The majority (82%) had a central venous
catheter (CVQ), which is one of the primary factors associated
with fungal infection in children, especially in intensive care
settings. Pediatric onco-hematologic patients requiring
prolonged CVC use tend to develop recurrent infections
caused by Candida spp. Other clinically observed risk factors
thatinfluence the development of fungal infections include
age, underlying disease, neutropenia, immunodeficiency,
corticosteroid use, and total parenteral nutrition.

In the study, 97% of patients received specific antifungal
treatment for C. auris bloodstream infections. Among them,
47% were treated with amphotericin B deoxycholate, 29% with
azoles, and 21% with caspofungin. Antifungal susceptibility
testing was performed on 13 isolates, revealing resistance
in 54% for amphotericin B, 15% for fluconazole, and 8% for
anidulafungin, which were also resistant to amphotericin B
but remained susceptible to caspofungin and micafungin.
Ampbhotericin B is widely used in critically ill patients due
to its broad-spectrum activity; however, resistance profiles
such as those described in the study, combined with the slow
growth of microbiological cultures, limit access to effective
pharmacotherapy.

In clinical practice, patients with evident signs and
symptoms of fungal infection are often treated empirically
with antifungal agents due to delays in microbiological
laboratory results. Treatment frequently begins with
fluconazole; however, escalation to micafungin or
amphotericin B is common in cases of clinical instability,
severe thrombocytopenia, orabdominal surgeries. Laboratory
and imaging follow-ups are essential for a rapid diagnosis of
the condition when there is strong clinical suspicion. Tests
such as complete blood counts showing thrombocytopenia,
leukocytosis, and increased immature forms, as well as
imaging modalities including X-rays, ultrasound, computed

tomography, and fundoscopy, are commonly used to
investigate deep-seated infection sites.

In the same study, the associated hospital mortality rate
was 41%, including 57% in neonates, 50% in non-neonatal
infants, 17% in children aged 1 to 5 years, and 20% in those
over 5 years of age. The median time from Candida spp.
bloodstream infection to death was 10 days (IQR, 6-23 days).
Premature neonates, particularly those with low or very low
birth weight, tend to present more severe clinical conditions
and have a higher likelihood of developing candidemia due
to prolonged antibiotic use, immature immune systems,
and gastrointestinal tract malformations. Consequently,
these patients succumb more quickly to fungal infections
than older children.

Additionally, in the pediatric population, the most
common C. auris infection is bloodstream infection, with
a higher incidence in males. The average mortality rate in
studies involving children and neonates is approximately
40%, often associated with additional complications.'®
In the study by Berrio et al.”’ (2020), 26% of patients were
premature, 59% were malnourished, 12% had cancer, 3%
had undergone solid organ transplantation, and 3% had
underlying kidney disease. Moreover, 82% received a blood
transfusion within seven days before developing bloodstream
infection, and 9% required hemodialysis. The most prevalent
childhood cancer is acute lymphoblastic leukemia (ALL),
which is frequently associated with recurrent hospitalizations,
mainly due to febrile neutropenia and prolonged CVC use
for chemotherapy administration. These factors, combined
with weakened immunity, facilitate Candida spp. infections.
Given the overall fragility of this clinical population, mortality
tends to be significant.

Chandramati et al.® (2020) obtained similar results in
a study involving neonates, with a mean gestational age
of 32.4 (£ 4.9) weeks and an overall mortality rate of 41%.
The clinical characteristics were indistinguishable from
other causes of sepsis. C. auris detected in the samples was
susceptible to micafungin but resistant to fluconazole, with
variable susceptibility to voriconazole and amphotericin B.
Survival improved to 83% when infants were treated with a
combination of micafungin and amphotericin B. Those who
succumbed had lower birth weights and presented with
additional risk factors.

Similarly, Socarras et al."? (2021) analyzed a series of
eight cases, reporting a mortality rate of 37.5%. However,
this outcome was secondary to the underlying disease. The
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authors also noted that invasive infections caused by C. auris
likely increase mortality if antifungal therapy is not optimized
and combined with other measures, such as the removal of
colonized invasive devices, due to biofilm formation.?

The use of broad-spectrum antibacterial therapy was a
critical risk factor shared by all the cases in the series reported
in this study, recognized as a risk factor for invasive candidiasis.
Thisrisk is associated with multiple antimicrobial classes, but
there is evidence that the use of piperacillin/tazobactam is
a significant predisposing factor for systemic candidiasis.
Additionally, neonates with gastrointestinal malformations
(the intestine being one of the reservoirs of Candida spp.) and
infants with complex heart diseases are at increased risk of
invasive fungal infections, particularly those who undergo
heart transplantation while on immunosuppressants, as
well as patients with cardiac diseases causing pulmonary
complications.?

Ashkenazi-Hoffnung and Rosenberg Danziger™ (2023)
reported in their review on the topic that various clones of
C. auris have emerged and been identified over the past
decade. Phylogenetic analyses based on single nucleotide
polymorphism (SNP) across the genome identified five main
clades worldwide: South Asian (1), East Asian (Il), South African
(1), South American (IV), and a newly identified clade from
Iran (V). It has been demonstrated that these clades exhibit
unique clinical and microbiological characteristics. So far,
nosocomial outbreaks and invasive infections have been
associated with C. auris clades |, lll, and V.09

In the study by Kekana et al.® (2023), which evaluated
287 cases of C. auris infection at a tertiary hospital in South
Africa, it was found that 66% of the cases underwent whole-
genome sequencing and identified the presence of C. auris
clades Il and IV. Clade Il was more prevalent in neonatal
infections (32%). In this study, among the 188 genetically
evaluated samples, 181 exhibited a minimum inhibitory
concentration (MIC) for fluconazole > 32ug/mL and mutations
in the ERG11 gene.

Regarding the treatment of Candida spp. infections, azole
antifungals are typically used, as they inactivate lanosterol
14a-demethylase, thereby inhibiting the biosynthesis of
ergosterol, an essential component of fungal membranes and
cellular integrity. Resistance to azoles is commonly associated
with the indiscriminate use of antimicrobials but can also
arise from intrinsic factors, such as mutations or alterations in
the expression of genes like ERG11 and ERG3, which encode
proteins involved in ergosterol biosynthesis. Mutations in these
genes can critically affect the efficacy of azole antifungals.>'®)

In the study by Escanddn et al.”?(2021), 1,720 cases of C.
auris were identified in Colombia between 2016 and 2020.
The median age of patients was 34 years, with 18% being
children under 16 years old and 54% being male. Antifungal
susceptibility was tested in 379 isolates, of which 35% were
resistant to fluconazole, 33% to amphotericin B,and 0.3% to
anidulafungin. Additionally, 12% were multidrug-resistant,
and no pan-resistant isolates were identified.?

The study by Mohsin et al.® (2020) also evaluated
antifungal therapy, analyzing 23 samples from a tertiary
hospital in Oman with C. auris fungemia. Among the 23
patients, two were pediatric. All isolated samples were
nonsusceptible to fluconazole, confirming the yeast's
resistance to azoles. However, they were susceptible to
echinocandins, which were used as first-line therapy.

Although many studies demonstrate the susceptibility of
C. auris to echinocandins such as anidulafungin, caspofungin,
and micafungin, these therapeutic options may not suffice in
the future, given the increasing resistance to this drug class,
which will further limit the therapeutic arsenal.12'

Additionally, neonates hospitalized in neonatal intensive
care units are at high risk for invasive candidiasis, which
is the second most common cause of infection-related
mortality, with a mortality rate ranging from 24% to 26%. Since
micafungin clearance adjusted for body weight is higher in
neonates thanin older children and adults, neonates require
higher weight-based doses of micafungin."”

Auriti et al.”(2021) evaluated the efficacy and safety
of micafungin in a clinical study involving 35 neonates
and young infants colonized by Candida spp. A transient
increase in transaminases was observed in 20% of patients.
Micafungin at a dose of 8 mg/kg per day was effective and well
tolerated. Treatment success with micafungin was achieved
in 61.9% of patients regardless of treatment duration, and
among those who completed at least 14 days of therapy,
the success rate was 86.7%. Fungemia requires a longer
treatment duration and routine monitoring of laboratory
tests and microbiological cultures.

Measures for controlling fungemia outbreaks are also
effective, as demonstrated by Shuping et al.""(2023), who
conducted infectious surveillance of 195 children in a neonatal
unitin South Africa. The sensitivity of PCR for rapid detection
of colonization was 44% compared to culture. The infection
incidence rate decreased by 85% following surveillance and
the implementation of isolation/cohort measures.

Candida spp. can be transferred from environmental
surfaces to hands. Candida auris has been shown to persist
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on plastics for at least 14 days, with viability tests indicating
that the cells can also enter a metabolically active but non-
cultivable state. Given the propensity of C. auris to cause
outbreaks, the U.S. Centers for Disease Control and Prevention
emphasizes adherence to proper hand hygiene, combined
with standard and contact precautions, isolation of infected
patients in private rooms, thorough daily cleaning, and
terminal room disinfection.®

Ten years after the identification of C. auris, the first
case of Covid-19, a disease caused by the SARS-CoV-2 virus,
was reported. Co-infections with pathogens are extremely
alarming; the persistence of C. auris on hospital surfaces and
its high resistance to antifungal agents, combined with the
complications caused by Covid-19, can be severe and lead
to fatalities. Patients admitted to Intensive Care Units (ICUs)
are at higher risk of C. auris colonization/infection."

Moin et al."®(2021) evaluated cases of candidemia
associated or not with Covid-19. A total of 26 cases of
candidemia (4 C. auris, 22 non-C. auris) among 2,438
hospitalized Covid-19 patients and 59 cases of candidemia
(6 C. auris, 53 non-C. auris) among non-Covid patients were
identified. Four of the 26 patients with Covid-19-associated
candidemia were <15 years old (10 months to 15 years).
Patients with C. auris candidemia had a longer hospital
stay before the onset of candidemia (20 vs. 9 days) and
a higher rate of multidrug-resistant bacterial isolation
(100% vs. 50%). Both non-C. auris Covid-19 patients and
C. auris Covid-19 patients exhibited similar mortality rates
(65 vs. 67%).

CONCLUSIONS

Candida auris is a pathogen of global concern due to its
impact on human health. The therapeutic options for treating
C. auris candidemia are limited, and resistance to available
antifungals is increasing. Controlling nosocomial infections
and in-hospital outbreaks should be prioritized.

The association between C. auris and other patient
conditions, such as comorbidities, particularly COVID-19,
contributes to increased morbidity and mortality, with
morbidity linked to neurological damage in infants.

The indiscriminate use of antimicrobials was highlighted
in the analyzed studies as a predictor of Candida spp. infection
in individuals with developing immune systems, such as
neonates and children. A multidisciplinary approach is
essential to minimize harm to these patients.
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control in diabetes mellitus: a systematic review
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Resumo

Objetivo: Avaliar a eficacia dos exames frutosamina e albumina glicada (AG) para monitoramento glicémico no diabetes mellitus (DM). Métodos: A busca
dos artigos foi realizada nas bases de dados Medline/PubMed, Web of Science, Embase e Biblioteca Virtual em Satide. Os critérios de elegibilidade foram
coortes que compararam a eficacia dos exames frutosamina e/ou AG com a hemoglobina glicada (HbA1c) para monitoramento glicémico no DM. O
padréao de referéncia do monitoramento glicémico consistiu em automonitoramento da glicemia ou sensor de monitoramento continuo de glicose
ou glicemia avaliada em pelo menos 3 dias durante pelo menos 2 meses. Resultados: Dentre os 11 estudos que avaliaram pacientes com doenca renal
cronica dialitica ou ndo dialitica, 7 encontraram maior eficacia da AG e/ou frutosamina em relacdo a HbA1c, 3 encontraram eficacia semelhante e 1
menor eficacia. A anemia ferropriva ou deficiéncia de eritropoietina foi avaliada por 3 estudos e todos verificaram que a AG e/ou frutosamina foram
mais eficazes do que a HbA1c. Dentre os 5 estudos que avaliaram pacientes com DM1 ou DM2 que nao apresentavam condicoes clinicas que interferem
na HbA1c, 4 encontraram eficacia semelhante entre AG e/ou frutosamina e HbA1c e 1 observou maior eficacia da AG. Conclusdo: A frutosamina e a AG
apresentam eficacia semelhante a HbA1c para monitoramento do controle glicémico em pacientes com DM1 ou DM2 que nao possuem condigoes clinicas
que interferem na HbA1¢, entretanto, nas situacdes em que ha alteracdo na quantidade ou meia-vida das hemdcias, a frutosamina e a AG apresentam
eficacia superior a HbA1c.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Frutosamina. Aloumina Sérica Glicada. Glicemia. Controle Glicémico.

Abstract

Objective: To evaluate the effectiveness of fructosamine and glycated albumin (GA) tests for glycemic monitoring in diabetes mellitus (DM). Methods:
The search for articles was carried out in the Medline/PubMed, Web of Science, Embase and Virtual Health Library databases. The eligibility criteria were
cohorts that compared the effectiveness of fructosamine and/or AG tests with glycated hemoglobin (HbA1c) for glycemic monitoring in DM. The reference
standard for glycemic monitoring consisted of self-monitoring of blood glucose or continuous sensor glucose monitoring or blood glucose assessed
on at least three days for at least two months. Results: Among the 11 studies that evaluated patients with dialysis or non-dialysis chronic kidney disease,
7 found greater efficacy of AG and/or fructosamine in relation to HbA1c, 3 found similar efficacy and 1 found lower efficacy. Iron deficiency anemia or
erythropoietin deficiency was evaluated in 3 studies and all found that AG and/or fructosamine were more effective than HbA1c. Among the 5 studies
that evaluated patients with TIDM or T2DM who did not have clinical conditions that interfere with HbA1c, 4 found similar efficacy between AG and/or
fructosamine and HbA1c and 1 observed greater effectiveness of AG. Conclusion: Fructosamine and AG have similar efficacy to HbA1c for monitoring
glycemic control in patients with T1DM or T2DM who do not have clinical conditions that interfere with HbA1c, however, in situations where there is a
change in the quantity or half-life of red blood cells, fructosamine and AG are more effective than HbA1c.

Keywords: Diabetes Mellitus. Fructosamine. Glycated Serum Albumin. Blood Glucose. Glycemic Control.
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INTRODUCAO

O exame hemoglobina glicada (HbA1c) é o mais recomen-
dado para monitoramento do controle glicémico de pacientes
com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). A HbA1c
é resultante de um processo nao enzimatico e irreversivel
de glicacdao da hemoglobina, e reflete a glicemia média dos
ultimos 3 a 4 meses, ja que a meia-vida das hemdcias é de
aproximadamente 120 dias, possibilitando, assim, a avaliagao
do controle glicémico a longo prazo."

No entanto, o exame de HbA1c possui algumas limita-
¢oes, ja que algumas situagdes clinicas caracterizadas por
alteracdes no nimero ou meia-vida das hemacias podem
interferir no resultado do exame, o qual ndo refletira o real
controle glicémico do paciente com diabetes mellitus (DM).
Alguns fatores podem resultar em niveis falsamente reduzidos
de HbA1c, como anemias hemoliticas; comprometimento da
medula 6ssea por radiacao, toxinas ou tumores; perda sangui-
nea; deficiéncia de eritropoietina secundaria a doenca renal
crénica (DRC); administracdo de doses elevadas de vitamina
Cou E, as quais inibem a glicacao da hemoglobina; uso de
medicamentos antirretrovirais, ribavirina ou dapsona, os quais
promovem uma diminuicdo da meia-vida das hemacias; e
gestacao. Durante a gestagao, ocorre aumento da volemia,
que resulta em diminuicdo da concentracao das hemacias
e em anemia fisioldgica, levando a uma falsa reducdo dos
niveis de HbA1c.??

Por outro lado, outros fatores podem resultar em niveis
falsamente aumentados de HbA1c, como deficiéncia de ferro,
vitamina B12 ou acido folico, que leva ao aumento da sobre-
vida das hemacias; presenca de hemoglobina carbamilada
em pacientes com doenca renal; presenca de hemoglobina
acetilada em pacientes que utilizam doses elevadas de acido
acetilsalicilico; alcoolismo cronico; uso de fenobarbital, o qual
aumenta a reatividade da glicose a hemoglobina; condicdes
que promovem aumento do numero de hemdcias e/ou do
hematocrito.??

Algumas hemoglobinopatias podem resultar em valores
falsamente aumentados, falsamente reduzidos ou ainda nao
causar interferéncia na dosagem da HbA1c, dependendo
do método utilizado para a sua dosagem laboratorial. Além
disso, a variabilidade glicémica ao longo do dia nao pode ser
avaliada com a utilizacdo da HbA1¢, visto que pacientes que
apresentam picos de hiper e hipoglicemia podem apresentar
niveis de HbA1c dentro da meta terapéutica.?

Diante das limitacdes da dosagem da HbA1c, a fruto-
samina e a albumina glicada (AG) tém se destacado como

exames alternativos para monitoramento da glicemia nos
pacientes com DM. A frutosamina consiste nas proteinas
plasmaticas ligadas de modo irreversivel a glicose, sendo
que a maior parte corresponde a albumina, enquanto a
AG corresponde a dosagem apenas da albumina plasma-
tica ligada irreversivelmente a glicose. Como a albumina
possui meia vida de aproximadamente 21 dias, a AG e a
frutosamina refletem o controle glicémico das ultimas 2 a
3 semanas, possibilitando o monitoramento do controle
glicémico a curto prazo.”

Estes exames ndo sofrem interferéncia das condicoes
clinicas que cursam com alteracdes na meia-vida ou numero
das hemdcias. Além disso, a taxa de glicacao nao enzimaticada
albumina é cerca de dez vezes maior que a da hemoglobina.
Diante disso, tem-se uma flutuacao maior da AG quando
comparada a HbA1c, possibilitando a deteccao mais rapida
de alteracdes da glicemia. Contudo, condi¢des que alteram
os niveis das proteinas plasmaticas, como sindrome nefrética,
hepatite cronica e doencas da tireoide, podem interferir nos
niveis de frutosamina e AG. Porém o emprego da relagao AG/
albumina total minimiza esta interferéncia.”

Diante das limita¢des da utilizacao da HbA1c para o
monitoramento do controle glicémico de pacientes com
DM e da necessidade do emprego de métodos alternati-
vos, principalmente em pacientes que possuem condicdes
clinicas que cursam com alteracdo da meia-vida ou nimero
das hemdcias, é importante a realizacdo de uma revisao sis-
tematica que avalie a eficacia dos exames frutosamina e AG
para monitoramento do controle glicémico no DM.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Revisao sistematica conduzida de acordo com as reco-
mendacoes Preferred Reporting Items for Systematic reviews
and Meta-Analyses (PRISMA)® e Preferred Reporting Items
for a Systematic Review and Meta-analysis of Diagnostic Test
Accuracy Studies (PRISMA-DTA).©

Estratégia de busca

Selecdo de artigos no Medline (PubMed), Web of Science,
Embase e Biblioteca Virtual em Saude (BVS) empregando os
descritores“fructosamine”e“glycated serum alboumin”e seus
respectivos entry terms, em combinacdo com o descritor
“diabetes mellitus” e seus entry terms utilizando “AND” entre
os termos, os quais foram definidos de acordo com o Medical
Subject Headings (MeSH).
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Critérios de Elegilibilidade
Os critérios de elegilibilidade foram estabelecidos de

acordo com a recomendacao PRISMA-DTA® e consistem

em coortes prospectivas ou retrospectivas que avaliaram a

eficacia dos exames frutosamina e AG, em comparacdo com a

HbA1c, para o monitoramento do controle glicémico no DM.
Foram incluidos na revisao sistemdatica apenas os estudos

cujo delineamento experimental permitiu a distincao dos

pontos a seguir, de acordo com o acrénimo PIRTS:

o Participants: pacientes com DM.

» Indextest:frutosamina e/ou AG comparados com HbA1c.

» Reference standard: Média da glicemia avaliada por
meio de automonitoramento da glicemia ou sensor de
monitoramento continuo da glicemia (MCG) ou glicemia
avaliada em pelo menos 3 dias diferentes durante pelo
menos 2 meses.

« Target conditions: eficicia na avaliacao do controle
glicémico.

o  Study design: coorte prospectiva ou retrospectiva.

«  Abusca dos artigos nas bases de dados foi realizada no
periodo de 11/05/2023 a 14/09/2023, sem limitacao de
ano de publicacdo ou idioma.

Selecao dos artigos

A selecao dos estudos foi feita em duas etapas, ambas
realizadas por duas pessoas, de modo independente. Na
primeira etapa, os artigos repetidos foram excluidos, e entdo
foi realizada uma leitura preliminar do titulo e do resumo
dos artigos com o objetivo de incluir apenas aqueles que
sdao coortes prospectivas ou retrospectivas e que avaliam a
eficacia dos exames frutosamina e AG para monitoramento
do controle glicémico no DM. Na segunda etapa, os arti-
gos pré-selecionados foram lidos na integra, para avaliar a
inclusdo dos mesmos no estudo de acordo com os critérios
de elegibilidade. Entao, foi construido um fluxograma resu-
mindo a quantidade de artigos incluidos e excluidos em cada
etapa segundo os critérios estabelecidos, de acordo com a
recomendacao PRISMA.®

Extracdo de dados dos artigos selecionados

Os seguintes dados foram extraidos dos estudos para
a construcao de tabelas: autor, ano da publicacao, pais,
desenho do estudo, caracteristicas dos pacientes, idade,
tamanho amostral, métodos utilizados para dosagem de
HbA1c, AG e frutosamina, método utilizado para avaliacdo do
monitoramento glicémico; eficacia da AG e/ou frutosamina
para monitoramento do controle glicémico e resultados.

Avaliacao da Qualidade dos Estudos

A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos
incluidos na revisao sistematica foi realizada por duas pes-
soas de modo idependente. A ferramenta Quality Assess-
ment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS-2),” a qual
avalia o risco de viés para estudos de acuracia de teste de
diagnéstico, foi empregada para a avaliacao da qualidade
dos estudos. Esta ferramenta apresenta quatro dominios:
selecdo do paciente, index test, padrao de referéncia, fluxo
e tempo. Todos os dominios sdao avaliados com relacao ao
risco de viés e os trés primeiros dominios ainda sdo avaliados
com relagao a aplicabilidade do estudo. O risco de viés e a
aplicabilidade dos estudos podem ser classificados como
“baixo”, “alto” ou “incerto”.
RESULTADOS

As etapas de selecao dos artigos estao apresentadas
em um fluxograma (Figura 1). Apos avaliacao dos critérios
de elegibilidade, foram incluidos 19 estudos de coorte na
revisdo sistematica, sendo 17®1517-222429 coortes prospectivas
(89,5%) e 21'*23) coortes retrospectivas (10,5%).

ATabela 1 apresenta a localizacdo, desenho do estudo,
caracteristicas dos pacientes, tamanho amostral, idade, méto-
dos utilizados para dosagem de HbA1c, AG e frutosamina,
e para avaliacdo do monitoramento glicémico dos estudos
incluidos na revisao sistematica.

Com relacdo ao local de realizacdo dos estudos, 6 des-
tes®17:20222425 (31,69%) foram realizados no Japao, 4112141520
(21,1%) nos Estados Unidos, e 1 estudo (5,3%) foi conduzido
em cada um dos seguintes paises: Noruega,” Grécia,"? Italia,""
Egito," Brasil,"® Taiwan,"® Nova Zelandia®" e Coreia.”® O
tamanho amostral dos estudos variou de 21 a 903 pacientes.

Com relagéo as caracteristicas dos pacientes, 2 estudos
(10,6%) avaliaram pacientes com DM2 em hemodialise (HD)
e sem nefropatia,”?* e cada um dos seguintes grupos de
pacientes foram avaliados em 1 estudo (5,3%): pacientes com
DM2,2? pacientes com e sem DM2,%9 pacientes com DM2 em
HD,® pacientes com DM2 com e sem DRC," pacientes com
DM2 com DRC com anemia ferropriva ou com deficiéncia de
eritropoietina,"® adolescentes obesos com pré-diabetes ou
DM2,1% criangas com DM1 com e sem anemia ferropriva,®
adultos com DM1,?% pacientes com DM1 ou DM2,"'? pacien-
tes com DM1 ou DM2 em HD,"" gestantes com diabetes
pré-gestacional (DM1 ou DM2 ou diabetes familiar com
idade de diagnostico precoce (MODY),® gestantes com
DM1 ou DM2 ou diabetes mellitus gestacional (DMG ou overt
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diabetes,"® pacientes em HD com e sem DM, "9 pacientes com
DM em dialise peritoneal (DP),"® pacientes com DM com e
sem DRC,?® pacientes com DM em HD e sem nefropatia,?"
pacientes com DM com DRC em estagio terminal (DRCT)
(pré-dialitica ou dialitica) e sem nefropatia.®

Com relagao afaixa etaria, 2 estudos”'> (10,5%) incluiram
criancas e adolescentes com faixa etaria de 5 a 18 anos. Os
outros 17 estudos® 121416261 (89 5%) realizaram suas pesquisas
com adultos e idosos.

O método mais utilizado para a avaliacdo da HbA1cfoia
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a qual foi empregada
por 15 estudos®10121423.2520(78 9 %), a0 passo que 1 estudo”
(5,3%) utilizou a eletroforese capilar, 1 estudo™ (5,3%) o
método colorimétrico, 1 estudo® (5,3%) aimunotubidimetria
e 1@ estudo (5,3%) nao informou o método utilizado.

O método enzimatico foi o mais utilizado para avaliacao
da AG, tendo sido utilizado por 12 estudos®'31517.1820-25 (63 204),
2 estudos"''? (10,5%) utilizaram o método colorimétrico, 1

estudo"?(5,3%) o ELISA, 1 estudo® (5,3%) a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa, 1 estudo”
(5,3%) a imunoturbidimetria e 2 estudos%?® (10,5%) nao
informaram o método utilizado para esta analise.

O método colorimétrico foi o mais utilizado para avaliacdo
da frutosamina, tendo sido utilizado por 7 estudos4161819.21.26
(36,8%), e apenas 1 estudo? (5,26%) empregou o método
enzimatico, e 11 estudos® 11317202225 (57 905) ndo informaram
0 método usado para esta dosagem.

A avaliacdo do controle glicémico foi realizada por meio
de sensor de MCG por 11 estudos®1%14151721.26) (57 99) 5 estu-
dos1213162229 (26,3%) utilizaram o automonitoramento com
glicosimetro e 3 estudos?3?% (15,8%) mediram a glicemia
em diferentes momentos da pesquisa.

A Tabela 2 descreve os principais resultados e indica se
a AG e/ou frutosamina foram eficazes ou ndo para moni-
toramento do controle glicémico nos estudos incluidos na
revisao sistematica.

Registros identificados nas
bases de dados (n = 4120)

> Registros removidos antes da triagem:
Registros duplicados removidos (n = 117)

BVS: n =467

Embase: n=2511
PubMed: n =41
Web of Science: n = 1101

\ 4
Registros triados (n = 4003) >

Registros excluidos (n =3928)

- 3636 ndo avaliam a eficécia dos exames frutosamina e AG para monitoramento do controle
glicémico no DM

- 266 ndo sao estudos de coorte prospectiva ou retrospectiva (70 ensaios clinicos, 60 revisdes
narrativas, 9 revisoes sistematicas, 76 relatos de caso, 12 metandlises, 24 estudos pilotos, 5
relatdrios, 1 estudo aberto ndo randomizado, 1 estudo intervencional ndo randomizado, 6
estudos cruzados, 1 estudo comparativo, 1 analitico prospectivo)

- 26 ndo utilizaram como padrao de referéncia a média da glicemia avaliada por meio de
automonitoramento da glicemia ou sensor de monitoramento continuo da glicemia medida
em pelo menos 3 dias diferentes

\ 4

Publicacdes procuradas para recuperagao
(n=75)

\ 4

Publicagdes ndo disponiveis (n = 6)

vy

Publicacdes avaliadas para elegibilidade
(n=69)

\ 4

Total de artigos incluidos na revisao
sistemdtica (n=19)

Publicagdes excluidas (n = 50)

- 48 ndo utilizaram como padrao de referéncia a média da glicemia avaliada por meio de
automonitoramento da glicemia ou sensor de monitoramento continuo da glicemia ou
A4 glicemia medida em pelo menos 3 dias diferentes

- 1avaliou proteina glicada na saliva

- 1ndo avaliou a medicdo da frutosamina separadamente da glicemia

Fluxograma da selecao dos artigos que avaliam a eficdcia dos exames frutosamina e albumina glicada para monitoramento do controle glicémico no diabetes mellitus e

que foram incluidos na revisdo sistematica.
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Tabela 1

Localizacdo, desenho do estudo, caracteristicas dos pacientes, tamanho amostral, idade, métodos utilizados para dosagem de HbA1¢, albumina glicada e frutosamina, e
para avaliacao do monitoramento glicémico dos estudos incluidos na revisao sistematica.

- Métodos utilizados
Desenho Caracteristicas para dosagem da
Autor,ano  Pais dos pacientes e Idade (anos) R Método utilizado para avaliacao do monitoramento glicémico
do estudo HbA1c; albumina
tamanho amostral . .
glicada; frutosamina
Hayashietal.,  Japao Coorte 107 pacientes comDM2 62+ 12 NI; Uso de sensor de MCG durante 48 horas. Foi calculada a glicemia média
2023@ prospectiva  em HD Enzimatico; estimada de MCG. A porcentagem de tempo em que a glicemia estava entre
NA 70 e 180 mg/dL foi considerado TIR, < 70 mg/dL como TBR, e > 180 mg/dL
como TAR.
Toftetal., Noruega  Coorte 40 gestantes com 309+55 HPLC Uso de sensor de MCG. As concentragdes de glicose no sangue foram estimadas
2022 prospectiva  diabetes pré-gestacional LC-MS/MS; acada 10 ou 15 minutos a partir dos niveis de glicose intersticial durante 14
(23 com DM1, 13 com NA dias anteriores a cada coleta de sangue nas semanas 12, 20, 24, 28,32 e 36
DM2, T com MODY) da gravidez. Foi calculada a glicemia média estimada de MCG. A porcentagem
de tempo em que a glicemia estava < 63 mg/dL foi definida como TBR, > 140
mg/dL como TAR e < 54 mg/dL como TBR2.
Divani et al., Gréda  Coorte 37 pacientes comDM1  62,0+£17,3 HPLG Uso de sensor de MCG. As concentracdes de glicose no sangue foram estimadas
202100 prospectiva  ou DM2 em HD ELISA; a cada 5 minutos a partir dos niveis de glicose intersticial durante 7 dias. Foi
NA calculada a glicemia média estimada de MCG. A glicemia entre 70 e 180 mg/
dL < 50% das leituras foi considerada TIR, < 70 mg/dL em > 10% das leituras
como TBR, e > 250 mg/dL > 1% das leituras como TAR.
Martinoetal.,  Itdlia Coorte 160 pacientesem HD (60  64,1+12,6 Eletroforese capilar; A glicemia foi avaliada em 5 momentos: T0, T1 (apds 30 dias), T2 (apds 60
2001 prospectiva  com DM, 98 sem DM, 2 Colorimétrico; dias), T3 (apds 90 dias) e T4 (apds 6 meses).
com tolerancia diminuida NA
aglicose)
Desouzaetal,  Estados Coorte 150 pacientescomDM 50,5+ 15,63 HPLG; A glicemia de jejum foi avaliada nas semanas 0, 1,2, 3,4, 6,8, 12,16, 20 e 24.
20202 Unidos  prospectiva (73 com DM1e 77 com Colorimétrico; Automonitoramento da glicemia capilar foi realizado 7 vezes, pelo menos 1 dia
DM2) Enzimdtico por semana, utilizando glicosimetro.
Mahgoob Egito Coorte 147 criangas com 9,9 + 3,40 com Colorimétrico; Enzimatico;  Automonitoramento glicémico, aferindo a glicemia capilar sete vezes ao dia
e Moussa, prospectiva ~ DM1 (72 com anemia anemia NA durante 30 dias, utilizando glicosimetro. Foi calculada a glicemia média de
20201 ferropriva e 75 sem 10,4+ 2,91 sem 30 dias.
anemia ferropriva) anemia
Zelnick et al., Estados  Coorte 105 pacientescom DM2 68,4+ 9,6 com DRC  HPLG Uso de sensor de MCG durante dois periodos ndo consecutivos de 6 dias
202009 Unidos  prospectiva (81 com DRCmoderadaa 64,3 +10,3 sem Enzimatico; separados por 2 semanas. As concentracdes de glicose no sangue foram
grave e 24 sem DRC) DRC Colorimétrico estimadas a cada 5 minutos a partir dos niveis de glicose intersticial. A glicemia
média estimada de MCG foi calculada a partir de todas as medidas vélidas de
MCG em ambos os periodos.
Chan etal., Estados  Coorte 56 adolescentes obesos  14,3(12,5-15,9)  HPLG; Uso de sensor de MCG durante 72 horas. Foi calculada a glicemia média
201709 Unidos  prospectiva  com pré-diabetes ou Enzimatico; estimada de M(G.
DM2 Colorimétrico
Fujimoto etal.,  Brasil Coorte 158 gestantes (11 com NI HPLG; Automonitoramento glicémico, aferindo a glicemia capilar de quatro a sete
20169 retrospectiva  DM1, 36 com DM2, 109 NA; vezes a0 dia, a depender do uso de insulina durante 20 dias. Foram calculadas
com DMG, 2 overt Colorimétrico a frequéncia de hiperglicemias (glicemias acima da meta terapéutica para o
diabetes) horério de afericdo) e de hipoglicemias (glicemias < 70 mg/dL).
Hayashietal.,  Japao Coorte 97 pacientes comDM2 60,2+ 11,7emHD  HPLG; Uso de sensor de MCG durante 72 horas. Foram calculadas a glicemia média
2016 ™ prospectiva  (41em HD, 56 sem 55,9+ 16,7 sem Enzimatico; estimada de MCG e o desvio padrao glicémico. Foram calculados os seguintes
nefropatia) nefropatia NA marcadores de variabilidade glicémica: diferenca entre os niveis mais altos

e mais baixos de glicose, indice J (combinacdo da média e desvio padrao de
todos os valores de glicose), amplitude média das excursdes de glicemia, grau
de dissociacdo do nivel ideal de glicemia, indice de controle glicémico (soma
dos indices hiperglicémico e hipoglicémico), média da diferenca didria entre os
valores de glicose no mesmo hordrio do dia em 2 dias consecutivos.
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Tabela 1 (continuacao)

. Métodos utilizados
Desenho Caracteristicas para dosagem da
Autor,ano  Pais dos pacientes e Idade (anos) . Método utilizado para avaliagao do monitoramento glicémico
do estudo HbA1c; albumina
tamanho amostral . .
glicada; frutosamina
Konya etal., Reino Coorte 30 pacientes com DM2 72 (68 —74) anemia  HPLC; Uso de sensor de MCG 1 més antes do inicio da terapia com ferro ou agente
201309 Unido  prospectiva e DRCestdgios3bou4  ferropriva Enzimético; estimulante da eritropoiese e 1 més apds o término da terapia. Foi calculada a
(15 anemia ferropriva 70 (62 —75) Colorimétrico glicemia média estimada de MCG.
e 15 deficiéncia de deficiéncia
eritropoietina) eritropoietina
Leeetal., Taiwan  Coorte 25 pacientes com DM 59+13 HPLG; Uso de sensor de MCG durante 3 dias. As concentracdes de glicose no sangue
20130 prospectiva  em DP Imunoturbidimetria; foram estimadas a cada 5 minutos. Foi calculada a AUC da média de 3 dias de
Colorimétrico glicemia.
Tsutsumietal.,  Japdo Coorte 21 pacientes com DM1 42(25-175) HPLC; Uso de sensor de MCG durante 72 horas. Foi calculada a glicemia média
2013 @ prospectiva Enzimético; estimada de MCG, o desvio padréo glicémico e o coeficiente de variagdo. Foram
NA calculados os sequintes marcadores de variabilidade glicémica: AUC para niveis
de glicose > 180 mg/dL e < 70 mg/dL, TAR (porcentagem de tempo em que a
glicemia ficou > 180 mg/dL), TBR (porcentagem de tempo em que a glicemia
ficou < 70 mg/dL), indice J (combinacdo de da média e desvio padrao de todos
os valores de glicose), indice de glicemia elevada, indice de glicemia reduzida,
grau de dissociacao do nivel ideal de glicemia, indice de controle glicémico
(soma dos indices hiperglicémico e hipoglicémico), média da diferenca didria
entre os valores de glicose no mesmo hordrio do dia em 2 dias consecutivos.
Vos etal., Nova Coorte 50 pacientes com DM (25 60,2 (32-79) com  HPLG; Uso de sensor de MCG durante 48 horas. As concentracdes de glicose no sangue
2012 Zelandia prospectiva  com DRCestdgios4ou5  DRC Enzimatico; foram estimadas a cada 5 minutos. Foi calculada a glicemia média estimada
e 25 sem DRC) 59,3(40-76)sem  Colorimétrico de MCG.
DRC
Sakumaetal.,  Japdo Coorte 40 pacientes comDM2 66,2 +8,8 HPLG Automonitoramento de glicemia 3 vezes ao dia por mais de 2 dias durante 1
2011 prospectiva Enzimatico; a2 semanas e 3 a 4 semanas antes da medida mensal de HbATc e albumina
NA glicada, as quais medidas mensalmente durante 4 meses.
Parketal., Coreia  Coorte 108 pacientescomDM  58,4+12,8emHD  HPLG Medidas da glicemia de T més atrds, 2 meses atras e 3 meses atrds
2009 @ retrospectiva (70 em HD e 38 sem DRC) 56,8 + 11,6 sem Enzimatico;
DRC NA
Inaba et al., Japao Coorte 903 pacientes com DM2 NI Imunoturbidimetria; 0s valores médios de 3 medidas mensais de glicemia casual obtidas durante os
2007 @ prospectiva (538 em HD e 365 sem Enzimatico; 2 meses antes da dosagem de HbA1c e albumina glicada.
DRC) NA
Chujoetal., Japédo Coorte 86 pacientes com DM 63,9+ 13,1 pré- HPLG; Automonitoramento da glicemia 7 vezes ao dia e foi calculada a glicemia
2006 ® prospectiva  com DRCT (49 pré- dialitico Enzimético; média.
dialitico e 37 dialitico) e~ 64,4+ 11,1 dialitico NA
40 com DM sem DRC 57,7 +14,4sem
DRC
Cefaluetal., Estados  Coorte 40 com DM2 78 +2 com DM2 HPLG; A glicemia em jejum foi avaliada mensalmente por 4 meses.
1989 ) Unidos  prospectiva 16 sem DM 83 3 sem DM NA Uso de sensor de MCG por 13 dos pacientes com DM2. Foi calculada a glicemia
Colorimétrico capilar média de MCG.

DM1 = diabetes mellitus tipo 1, DM2 = diabetes mellitus tipo 2, DMG = diabetes mellitus gestacional, DM= diabetes mellitus, DP = didlise peritoneal, DRC = doenca renal cronica, DRCT = doenca renal cronica terminal, ELISA = enzyme-linked
immunosorbent assay (ensaio de imunoabsorcdo enzimatica), HbATc = hemoglobina glicada, HD = hemodidlise, LC-MS/MS = cromatografia liquida acoplada a espectrometria massa, MCG = monitoramento continuo da glicemia, NA = ndo
avaliado, NI = ndo informado, TAR = time above range (tempo acima da faixa), TBR = time below range (tempo abaixo da faixa), TIR = time in range (tempo na faixa), HPLC = high performance liquid chromatography (cromatografia liquida de
alto desempenho), AUC = drea sobre a curva,T0 =tempo zero,T1 =tempo um T2 =Tempo dois, T3= tempo trés , T4=tempo quatro.
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Tabela 2

Principais resultados e eficicia da albumina glicada e/ou frutosamina para monitoramento do controle glicémico dos estudos incluidos na revisdo sistematica.

Autor, ano

Resultados

Eficcia da albumina glicada
e/ou frutosamina para
monitoramento do controle
glicémico

Hayashi etal.,
2023®

Quanto maior o TIR, menores foram os niveis de HbA1c e albumina glicada.

Néo houve correlagdes significativas entre TBR e HbA1¢, e TBR e albumina glicada (R = 0,030, p = 0,0749; R?= 0,032, p=

0,0652, respectivamente).

Houve correlagdes significativas entre TAR e HbA1¢, e TAR e albumina glicada (R?= 0,45, p < 0,0001; R*= 0,26, p < 0,0001,

respectivamente).

Albumina glicada e HbA1c foram
igualmente efetivas para monitorar o
controle glicémico de pacientes com
DM2 em HD

Toftetal,,
2022©

Foram observadas correlacdes entre albumina glicada e glicemia média 0,49 (0,28, 0,62), TIR -0,58 (-0,77,-0,27), TAR 0,56
(0,35,0,71) e TBR-0,09 (-0,47, -0,25), e entre HbA1c e glicemia média 0,63 (0,32, 0,79), TAR 0,58 (0,22, 0,77) e TBR -0,44

(-0,64,-0,14).

As AUCs ajustadas para albumina glicada na deteccdo de TIR < 70%, TAR > 25%, TBR > 4% e TBR2 >1% foram 0,78 (0,60 -

0,95),0,82(0,70-0,94), 0,56 (0,31-0,82) e 0,66 (0,42 - 0,90), respectivamente.

As AUCs ajustadas para HbA1c na deteccdo de TIR < 70%, TAR > 25%, TBR > 4% e TBR2 > 1% foram 0,60 (0,41 - 0,78), 0,72

(0,54-0,90),0,30(0,13 - 0,47) € 0,32 (0,13 - 0,52), respectivamente.

0 valor de corte ideal da albumina glicada para detectar TIR < 70% foi > 10,5%, com sensibilidade de 68% (52% - 83%) e

especificidade de 73% (51% - 95%).

0 ponto de corte ideal da albumina glicada para detectar TAR > 25% foi > 11% com sensibilidade de 70% (54% - 87%) e

especificidade de 79% (62% - 96%).

Albumina glicada foi mais efetiva

do que a HbA1c para monitorar o
controle glicémico de gestantes com
diabetes pré-gestacional, pois a
albumina glicada foi mais precisa do
que a HbATc para detectar TIR < 70%
e TAR > 25%

Divanietal.,
202100

0s niveis de albumina glicada foram maiores em pacientes com TIR < 50% (21,9 + 4,6 %) do que naqueles com TIR > 50%
(15,0 £4,1) (p< 0,001). Os niveis de HbATc ndo diferiram entre pacientes com TIR < 50% (7,1 % 1,3%) em comparagdo com
aqueles com TIR > 50% (6,3 + 1,4%) (p=0,10).

A AUC para albumina glicada e HbA1c para detectar TIR < 50% foi 0,878 (0,728 - 0,962) e 0,682 (0,508 - 0,825),
respectivamente. A AUC para albumina glicada foi significativamente maior que a AUC para HbA1c, sendo a diferenca entre
dreas de 0,196 (0,062 - 0,330) (p < 0,01).

0 ponto de corte ideal para albumina glicada foi > 18,96%, com sensibilidade de 90,9% e especificidade de 88,4%, com
indice de Youden de 0,793. 0 ponto de corte ideal para HbA1c foi > 6,29%, 0 que ndo proporcionou uma combinacéo
satisfatdria de sensibilidade (81,8%) e especificidade (61,5%) na deteccao de TIR > 50%. 0 indice de Youden foi de 0,433,
indicando menor eficiéncia diagndstica de HbA1c.

A AUC para albumina glicada e HbA1c na deteccdo de um TAR > 10% foi 0,939 (0,808 - 0,991) e 0,854 (0,699 - 0,945),
respectivamente. A diferenca nas AUCs ndo foi estatisticamente significativa, sendo a diferenca entre dreas de 0,085 (-0,034 -

0,204) (p=0,16).

0 ponto de corte ideal para albumina glicada foi > 16,27%, com 100% de sensibilidade e 79,2% de especificidade, com indice
de Youden de 0,791. 0 ponto de corte ideal para HbA1c foi > 6,29%, com sensibilidade de 92,3% e especificidade de 70,8%,

com um indice de Youden de 0,631.

A AUC na deteccdo de uma TBR > 1% foi 0,712 (0,539 - 0,848) para albumina glicada e 0,740 (0,570 - 0,870) para HbA1c.
Nem albumina glicada e nem HbA1c tiveram uma combinagdo satisfatéria de sensibilidade e especificidade na deteccao de
TBR > 1%. 0 indice de Youden foi 0,429 e 0,471 para albumina glicada e HbA1c, indicando menor eficiéncia de ambos os
biomarcadores na detec¢do de hipoglicemia.

Albumina glicada foi mais efetiva

do que a HbA1c para monitorar o
controle glicémico de pacientes com
DM1 ou DM2 em HD, pois a albumina
glicada foi mais precisa do que a
HbA1¢ para detectar TIR < 50% e
TAR > 10%

Martino et al.,
202" (1)

Para o ponto de corte de 14,5% de albumina glicada, a sensibilidade foi 84,77 e a especificidade foi 77,95. Para o ponto de

corte de 48 mmol/mol de HbA1c, a sensibilidade foi 39,51 e a especificidade foi 99,55.

As curvas ROC de albumina glicada e HbA1c apresentaram AUC de 0,883 e 0,927, respectivamente (p < 0,001).

Nos pacientes urémicos, diabéticos e ndo diabéticos, as discrepancias entre albumina glicada e HbA1c encontradas foram de
21,2% e 20,8%, respectivamente. Elas foram caracterizadas por valores de albumina glicada acima do ponto de corte jd em T0
e por valores de HbA1¢ na faixa normal em T0 com aumento progressivo nos tempos de medicdo subsequentes.

Albumina glicada foi mais efetiva

do que a HbA1c para monitorar o
controle glicémico de pacientes em
HD com e sem DM, pois a albumina
glicada apresentou maior capacidade
preditiva na deteccdo precoce de
glicometabélicos do que a HbATc
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Tabela 2 (continuacao)

Eficacia da albumina glicada
e/ou frutosamina para

Autor, ano Resultados .
monitoramento do controle
glicémico
Desouzaetal.,  Nos pacientes com HbATc entre 7,5% e 12,0% (n = 98), durante os primeiros 3 meses do estudo, as correlacdes de Spearman  Albumina glicada foi mais efetiva
2020 ™ foram de 0,481 entre albumina glicada e glicemia média e 0,233 entre HbA1c e glicemia média, com uma diferenca do que HbA1c e a frutosamina para
significativa de 0,249 (0,130 - 0,367) (p < 0,0001). As correlacdes de Kendall (analisam a direcdo em que ocorreu a mudanga  monitorar o controle glicémico de
nos indices glicmicos) foram maiores entre albumina glicada e glicemia média (0,341) do que entre HbA1c e glicemia média  pacientes com DM1 ou DM2, pois a
(0,160), com uma diferenqa significativa de 0,181 (0,096 - 0,265) (p < 0,0001). albumina glicada apresentou maior
Embora tenha havido um alto nivel de concordancia entre albumina glicada e frutosamina, conforme medido pelas correlagdo com a incemia.média do
correlaces de Pearson (0,9198), Spearman (0,9491) e Kendall (0,7639), a albumina glicada apresentou consistentemente ~ 4ue @ HbATce a frutosamina
correlagdes mais altas com HbA1c e glicemia média do que a frutosamina.
As correlacdes entre albumina glicada e HbA1c (0,585) e entre albumina glicada e glicemia média (0,548) foram
significativamente maiores do que aquelas observadas entre frutosamina e HbA1c (0,395) e entre frutosamina e glicemia
média (0,413) (p < 0,001).
As mudancas na albumina glicada foram concordantes (aumentou ou diminuiu na mesma dire¢do) com alteracdes de glicemia
média em 60,8% das vezes, com a frutosamina em 55,5%, e com HbA1c em 45,5%.
Mahgoob A glicemia média apresentou correlacdes significativas com HbA1c (r= 0,73, p < 0,01) e albumina glicada (r = 0,47, p < Albumina glicada foi mais efetiva do
e Moussa, 0,01) nos pacientes sem anemia ferropriva. que HbA1c para monitorar o controle
2020 Aglicemia média apresentou correlagao apenas com albumina glicada nos pacientes com anemia ferropriva (r=0,52,p <~ dlicémico de pacientes com DM1e
0,01). anemia ferropriva, pois a albumina
li t i laga
A andlise da curva ROC de HbA1c e albumina glicada para predi¢ao de DM ndo controlado nos pacientes com anemia glicada a.pres.en OL,l rTlalor cgrre a0
. L . o com a glicemia média e maior
ferropriva mostrou que a albumina glicada em um ponto de corte > 16,9% teve sensibilidade de 87,2% e especificidade de sensibilidade e especificidade para
75,8%, enquanto a HbA1c em um ponto de corte de > 7,09% teve sensibilidade de 80,0% e de especificidade de 57,6%. o p P
predicdo de DM ndo controlado do
que a HbA1c
Zelnicketal.,  As correlagdes de Pearson de HbA1c, albumina glicada e frutosamina com a glicemia média estimada foram semelhantes Albumina glicada e frutosamina
2020 ™9 entre si tanto para pacientes sem DRC (r=0,76; r = 0,72; r = 0,63; respectivamente) quanto para aqueles com DRC (r=0,78;  foram menos efetiva do que a
r=0,78;r=0,71; respectivamente). HbA1¢ para monitorar o controle
0s valores de HbA1c, albumina glicada e frutosamina ficaram dentro de 10% do valor previsto pela glicemia média estimada glicémic.o df pacientes com DM2 e
em 78%, 52% e 43% das vezes, respectivamente, para pacientes sem DRC. DRC, pois nao apresentaram menor
N s . e variabilidade do que a HbATce
0s valores de HbA1c, albumina glicada e frutosamina ficaram dentro de 10% do valor previsto pela glicemia média estimada ) L
) ) apresentaram mais fontes de viés
em 75%, 55% e 64% das vezes, respectivamente, para pacientes com DRC.
AHbA1c, a albumina glicada e a frutosamina foram significativamente mais varidveis como marcadores de glicemia média
estimada para pacientes com menor TFG.
Para pacientes com a mesma glicemia média estimada, os niveis de albumina glicada e frutosamina foram menores naqueles
de menor idade, maior IMC, menor ferro sérico, menor saturacdo da transferrina, menor albumina sérica e maior albumindria,
enquanto os niveis de HbA1c foram menores naqueles com maior albumindria.
A mudanca na glicemia média estimada nos dois periodos foi mais fortemente correlacionada com a mudanca na albumina
glicada (r=0,67) do que com mudanca na frutosamina (r = 0,48) ou HbA1c (r=0,26).
Chanetal., A frutosamina se correlacionou com a glicemia média (r = 0,42, p = 0,002), pico de glicemia (r=0,34, p=0,01), (amplitude  Albumina glicada, frutosamina e
201719 média das excursdes glicémicas (r= 0,33, p = 0,01) porcentagem de tempo de glicemia > 120 mg/dL (r=0,40,p=10,002),  HbATcforam igualmente efetiva

> 140 mg/dL (r=0,33, p=0,01) e > 200 mg/dL (r = 0,37, p = 0,006).

A albumina glicada se correlacionou com a glicemia média (r = 0,34, p=0,001), pico de glicemia (r = 0,38, p = 0,004), AUC
> 180 (r=10,33, p=10,01), desvio padrao glicémico (r = 0,41, p = 0,002) amplitude média das excursdes glicémicas (r =
0,45, p = 0,0006) porcentagem de tempo de glicemia > 120 mg/dL (r = 0,43, p=0,02), > 140 mg/dL (r=0,37, p=0,005) e
> 200 mg/dL (r=0,43, p=0,001).

A HbATc se correlacionou com a glicemia média (r = 0,36, p = 0,006), desvio padrao glicémico (r= 0,32, p = 0,02) amplitude
média das excursdes glicémicas (r = 0,38, p = 0,003) porcentagem de tempo de glicemia > 120 mg/dL (r=0,32, p=0,02) e
> 140 mg/dL (r=0,34,p=0,01).

para monitorar o controle glicémico
de adolescentes obesos com pré-
diabetes ou DM2
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Tabela 2 (continuacao)

Autor, ano

Resultados

Eficacia da albumina glicada
e/ou frutosamina para
monitoramento do controle
glicémico

Fujimoto et al.,
201619

0s coeficientes T de Kendall obtidos foram de T = 0,19 entre frutosamina e HbA1c (p < 0,001); T = 0,29 entre frutosamina

e frequéncia de hiperglicemias (p < 0,001); T = 0,09 entre frutosamina e frequéncia de hipoglicemias (p = 0,046); T = 0,50
entre HbA1c e frequéncia de hiperglicemias (p < 0,001); e T = 0,25 entre HbA1¢ e frequéncia de hipoglicemias (p < 0,001).
Para a predicdo da frequéncia de hiperglicemias, a medida da frutosamina apresentou coeficiente de correlagao linar R* = 0,26
(p <0,001) e a medida da HbA1c apresentou coeficiente de correlagdo linar R?= 0,513 (p < 0,001).

Um aumento de 1% na dosagem da HbA1c prediz em 51,3% das vezes um aumento de 17,2% (15,15 -19,24%) (p < 0,001)

na frequéncia de hiperglicemias.

Um aumento de T umol/L na dosagem de frutosamina prediz em 26,5% das vezes um aumento de 0,29% (0,24 - 0,35) (p <

0,001) na frequéncia de hiperglicemias.

A medida da frutosamina apresentou coeficiente de correlacdo linear R? = 0,033 para predicao da frequéncia de hipoglicemias
(p=0,003) e a medida da HbA1c apresentou coeficiente de correlacdo linar R? = 0,059 para predicdo da frequéncia de

hipoglicemias (p < 0,001).

Apenas 3,3% da variacdo na frequéncia de hipoglicemias pode ser explicada pela variacéo da dosagem de frutosamina e 5,9%

pela variacdo da HbA1c.

Frutosamina foi menos efetiva do que
a HbATc para monitorar o controle
glicémico de gestantes com DM1 ou
DM2 ou DMG ou overt diabetes,
pois a frutosamina apresentou menor
correlagdo com a frequéncia de hiper
e hipoglicemias do que a HbA1c

Hayashi etal.,

A glicemia média se correlacionou com HbA1c nos pacientes em HD (r = 0,59, p < 0,0001) e naqueles sem nefropatia (r =

Albumina glicada e HbA1¢ foram

20161 0,40, p < 0,005). igualmente efetiva para monitorar o
A glicemia média se correlacionou com albumina glicada nos pacientes em HD (r = 0,42, p < 0,01) e naqueles sem nefropatia  controle glicémico de pacientes com
(r=0,60, p <0,0001). DM2 em HD
HbA1c se correlacionou com o desvio padrao glicémico nos pacientes em HD (r = 0,47, p = 0,005), mas nao naqueles sem
nefropatia.
Albumina glicada se correlacionou com o desvio padrao glicémico nos pacientes em HD (r = 0,68, p=0,0001) e naqueles sem
nefropatia (r=10,31, p=0,05).
HbA1c e albumina glicada se correlacionaram com os marcadores de variabilidade glicémica.
Konya et al., Nos pacientes com anemia ferropriva, os niveis de HbA1c diminuiram de 7,4% (5,5 — 8,9%) para 7,0% (5,1 — 8,6%) apds a Albumina glicada e frutosamina
2013 08 terapia com ferro (p < 0,001), contudo, os niveis de albumina glicada, frutosamina e glicemia média estimada ndo alteraram  foram mais efetivas do que HbA1c
apos a terapia com ferro. para monitorar o controle glicémico
0s niveis de HbA1c diminuiram de 7,3% (5,5 —9,7%) para 6,6% (5,1 — 8,7%) apds a terapia com agente estimulante da de pacientes com DM2 e DRC estagios
eritropoiese (p = 0,01), contudo, os niveis de albumina glicada, frutosamina e glicemia média estimada ndo alteraram apésa 3P °lfA4 (om anemia fe'rro'prlva ou
terapia com agente estimulante da eritropoiese. deficiéncia de eritropoietina
Leeetal., A AUC da média de 3 dias de glicemia se correlacionou com frutosamina (r = 0,45, p = 0,05), frutosamina corrigida pela Frutosamina corrigida pela albumina
2013 albumina (r=0,54, p=0,01) e HbA1c (r= 10,51, p < 0,01). e HbA1c¢ foram igualmente efetivas

A AUC da média de 3 dias de glicemia ndo correlacionou com albumina glicada (r =-0,26, p = 0,26) e com glicemia de jejum

(r=0,36,p =0,08).

para monitorar o controle glicémico de
pacientes com DM em DP e foram mais
eficazes do que albumina glicada

Tsutsumi et al.,
2013 (20)

A glicemia média se correlacionou com HbATc (r=0,59, p=0,0052) e com albumina glicada (r= 0,58, p =0,0055).

A albumina glicada se correlacionou com os marcadores de variabilidade glicémica: desvio padréo glicémico, AUC para niveis
de glicose > 180 mg/dL, TAR > 180 mg/dL, indice J, indice de glicemia elevada, grau de dissociacdo do nivel ideal de glicemia,

indice de controle glicémico.

A HbA1c se correlacionou com os marcadores de variabilidade glicémica: AUC para niveis de glicose > 180 mg/dL, TAR > 180

mg/dL, indice de glicemia elevada, grau de dissociacdo do nivel ideal de glicemia.

Albumina glicada e HbA1c foram
igualmente efetivas para monitorar
o controle glicémico de pacientes
com DM1

Vosetal., 2012

(1)

A glicemia média se correlacionou com albumina glicada nos pacientes sem DRC (r = 0,49, p < 0,05) e naqueles com DRC (r =

0,54, p < 0,01).

A glicemia média se correlacionou com frutosamina nos pacientes sem DRC (r = 0,44, p < 0,05) e naqueles com DRC (r = 0,56,

p<0,01).

A glicemia média se correlacionou com HbA1c nos pacientes sem DRC (r = 0,66, p < 0,001), mas ndo naqueles com DRC

nefropatia (r= 0,38, p=0,07).

Albumina glicada e frutosamina
foram mais efetivas do que HbA1¢
para monitorar o controle glicémico
de pacientes com DM e DRC, pois
se correlacionaram com a glicemia
média
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Tabela 2 (continuacao)

Autor, ano

Resultados

Eficacia da albumina glicada
e/ou frutosamina para
monitoramento do controle
glicémico

Sakuma etal.,

A HbATc se correlacionou com glicemia média de jejum de 4 semanas (R = 0,68, R? ajustado = 0,46, p < 0,0001) e com a

Albumina glicada e HbA1c foram

2011 @ glicemia média 1 2 horas apés café da manha de 4 semanas (R = 0,58, R? ajustado = 0,31, p < 0,0001). igualmente efetivas para monitorar
A albumina glicada se correlacionou com a glicemia média de jejum de 4 semanas (R = 0,51, R” ajustado = 0,26, p < 0,0001)  © controle glicémico de pacientes
e com a glicemia média 1 e 2 horas apds café da manha de 4 semanas (R = 0,74, R? ajustado = 0,52, p < 0,0001). com DM2
A andlise de regressao multivariada demonstrou que a glicemia de jejum é o preditor mais forte da HbA1c e a glicemia pés
prandial é o preditor mais forte da albumina glicada.
Park et al., 0s coeficientes de correlacao entre a HbA1c e a média ponderada da glicemia de 3 meses, 2 meses e T més nos pacientes sem  Albumina glicada foi mais efetiva do
2009 ® DRC foram 0,735 (0,543-0,854), 0,766 (0,592-0,872) € 0,783 (0,618-0,882), respectivamente. que HbA1c para monitorar o controle
0s coeficientes de correlacdo entre a albumina glicada e a média ponderada da glicemia de 3 meses, 2 meses e 1 més nos glicémicp de Racientes em HD,.pois
pacientes sem DRC foram 0,640 (0,402-0,796), 0,641 (0,404-0,797) e 0,677 (0,457-0,820), respectivamente. aalbumina glicada se correlacionou
- ; . _— . . melhor com a média ponderada da
0s coeficientes de correlacao entre a HbA1c e a média ponderada da glicemia de 3 meses, 2 meses e T més nos pacientes em licemia de 3 meses do aue a HbATc
HD foram 0,625 (0,457-0,750), 0,597 (0,422-0,730) e 0,568 (0,385-0,709), respectivamente. g d
Os coeficientes de correlacdo entre a albumina glicada e a média ponderada da glicemia de 3 meses, 2 meses e 1 més nos
pacientes em HD foram 0,713 (0,574-0,812), 0,691 (0,544-0,796) e 0,682 (0,532-0,790), respectivamente.
Alinclinacdo da equacao de regressao linear simples entre HbA1c e a média ponderada de glicemia de 3 meses, 2 meses e
1 més foi de 0,014 (0,010-0,018), 0,014 (0,009-0,018) e 0,012 (0,008-0,017) nos pacientes em HD, respectivamente, e de
0,032 (0,024-0,040), 0,031 (0,024-0,038) e 0,029 (0,022-0,035) nos pacientes sem DRC, respectivamente, e houve diferenca
significativa entre as inclinagdes nos dois grupos (p=0,001, 0,001 e <0,001).
Alinclinacdo da equacdo de regressao linear simples entre a albumina glicada e a média ponderada de glicemia de 3 meses, 2
meses e 1 més foi de 0,090 (0,066-0,115), 0,089 (0,064-0,114) e 0,080 (0,055-0,104) nos pacientes em HD, respectivamente,
ede 0,147 (0,111-0,184), 0,141 (0,106-0,176) e 0,130 (0,097- 0,162) nos pacientes sem DR, respectivamente, e ndo houve
diferenca significativa entre as inclinagdes nos dois grupos (p=0,224, 0,335 e 0,139).
Inabaetal., A glicemia média se correlacionou com albumina glicada (r = 0,539, p < 0,001) e com HbATc (r = 0,520, p < 0,001) nos Albumina glicada foi mais efetiva
2007 @ pacientes com DM em HD. do que HbA1c para monitorar o

A glicemia média se correlacionou com albumina glicada (r = 0,498, p < 0,001) e com HbATc (r= 0,630, p < 0,001) nos
pacientes com DM sem DRC.

Alinclinacdo da regressao linear entre HbA1c e glicemia média foi significativamente menor nos pacientes com DM em

HD naqueles com DM e sem DRC (p < 0,001), enquanto a inclinacdo entre albumina glicada e glicemia média nao diferiu
significativamente entre pacientes com DM em HD e aqueles sem DRC (p = 0,10).

0s pacientes com DM em HD foram divididos em quatro categorias de acordo com os valores de HbA1c: Excelente (< 6,0%),
bom (6,0 a 7,0%), regular (7,0 a 8,0%) e ruim (> 8,0%). Foram 307 (57,1%), 128 (23,7%), 65 (12,1%) e 38 (7,1%) pacientes
em cada grupo, respectivamente.

0s pacientes com DM em HD foram divididos em quatro categorias de acordo com os valores de albumina glicada: Excelente
(< 18,0%), bom (18,0 a 21,0%), regular (21,0 a 24,0%) e ruim (> 24,0%). Foram 152 (28,3%), 106 (19,7%), 84 (15,6%) e
196 (36,4%) pacientes em cada grupo, respectivamente.

As proporcdes de controle glicémico baseadas na HbA1c foram significativamente diferentes daquelas baseadas na albumina
glicada (p < 0,001).

HbA1c se correlacionou com a dose semanal de eritropoietina (r = 0,159, p < 0,001) em pacientes com DM2 em HD, enquanto

que a albumina glicada GA se correlacionou (r = 0,055, p = 0,201).

A glicemia média e a albumina glicada ndo diferiram significativamente entre os pacientes com DM2 em HD que recebiam
eritropoietina e aqueles que nao recebiam eritropoietina.

A HbA1c foi significativamente menor nos pacientes com DM2 em HD que recebiam eritropoietina do que naqueles que ndo
recebiam eritropoietina (p < 0,05).

controle glicémico de pacientes
com DM2 em HD, pois a albumina
glicada ndo apresentou alteracdo
significativa nas inclinagdes de
regressao para pacientes em HD e
sem DRC e ndo sofreu interferéncia
da anemia decorrente da deficiéncia
de eritropoietina.
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Tabela 2 (continuacao)

Eficacia da albumina glicada

f .
Autor, ano Resultados e/ou' rutosamina para
monitoramento do controle
glicémico
Chujoetal., HbA1c se correlacionou com a glicemia média nos pacientes pré-dialiticos (r= 0,47, p < 0,0005), dialiticos (r= 0,42, p < Albumina glicada foi mais efetiva do
2006 0,01) e sem DRC (r=0,67, p < 0,0001. que HbA1¢ para monitorar o controle
Ainclinado da linha de regressao para os pacientes com DRCT (pré-dialiticos e dialiticos) foi menor quando comparada com a glicémia.) de pa(ier?tes com DM om
dos pacientes sem DRC e foi observada diferenca significativa (p = 0,045) entre as trés inclinacbes de regressdo na andlise e~ DRCT, poisa aIbumlna .gllc.ada nao
variancia, indicando que, nos pacientes com DRCT, os niveis de HbA1c foram inferiores ao indicado pela glicemia média. apresentou alteracao significativa
indlinacses d <
Albumina glicada se correlacionou com glicemia média nos pacientes em pré-dialiticos (r = 0,56, p < 0,0001), dialiticos (r = n:zilerlnctér;acio:]s[);&egrseesrssggcara
0,50, p < 0,0005) e sem DRC (r = 0,68, p < 0,0001). N&o houve diferenca significativa entre as trés inclinagdes de regressdo na p
andlise de variandia.
Cefaluetal., A glicemia média de jejum de 4 meses se correlacionou com a frutosamina (r = 0,79, p < 0,001) e comaHbA1c (r=0,78,p < Frutosamina e HbA1c foram
1989 @0 0,001). igualmente efetiva para monitorar

A glicemia capilar média de MCG se correlacionou com a frutosamina (r = 0,66, p < 0,001) e com a HbA1c

(r=0,74,p <0,001).

o controle glicémico de pacientes
com DM2

DM1 = diabetes mellitus tipo 1, DM2 = diabetes mellitus tipo 2, DMG = diabetes mellitus gestacional, DM= diabetes mellitus, DP = didlise peritoneal, DRC = doenca renal cronica, DRCT = doenga renal cronica terminal, HbA1c = hemoglobina
glicada, HD = hemodidlise, MCG = monitoramento continuo da glicemia, TAR = time above range (tempo acima da faixa), TBR = time below range (tempo abaixo da faixa), TIR = time in range (tempo na faixa), AUC= drea sobre a curva.

Dentre os 6 estudos®'01117.2324 (31,6%) que avaliaram
pacientes em HD, 4 estudos/'%'"*2% (66,7%) encontraram
maior eficacia da AG em relacdo a HbA1c e em 2 estudos®'”
(33,3%) a AG apresentou eficicia igual a HbA1c. Apenas 1
estudo (5,3%) avaliou pacientes em dialise peritoneal (DP)
e verificou que a frutosamina corrigida pela AG e a HbA1c foi
igualmente efetiva no monitoramento glicémico. Dentre os 4
estudos(182125(21,0%) que avaliaram a DRC, 3 estudos82"2)
(75,0%) observaram maior eficacia da AG e da frutosamina
para monitoramento glicémico quando comparada com a
HbA1c e 1 estudo (25,0%) verificou menor eficacia da AG
e da frutosamina em relacdo a HbA1c.

Dentre os 2 (10,5%) estudos®'® que avaliaram gestantes,
1 estudo® (50,0%) verificou que a AG apresentou maior efica-
cia no monitoramento glicémico quando comparada coma
HbA1c.Enquanto que o outro estudo® (50,0%) observou que
afrutosamina foi menos efetiva do que a HbA1c. A presenca
de anemia ferropriva ou deficiéncia de eritropoietina foi
avaliada por 3 estudos*'824 (15,9%) e todos estes (100,0%)
verificaram que a AG e a frutosamina foram mais eficazes no
monitoramento glicémico quando comparadas com aHbA1c.

Dentre os 5 estudos!'?'5202220 que avaliaram pacientes
com DM1 ou DM2 que nao apresentavam condic¢des cli-
nicas que interferem no exame de HbA1c, 4 estudos2°?229

(80,0%) verificaram que a AG e/ou frutosamina apresentaram
eficacia igual a da HbA1c para o monitoramento glicémico,
e 1 estudo"? (20,0%) observou maior eficacia da AG para
0 monitoramento glicémico quando comparada a HbA1c.

Com relagao ao risco de viés, a avaliacao da qualidade
dos artigos incluidos na revisao sistematica demonstrou que
todos®29 apresentaram alto risco de viés para os tdpicos teste
indice. Os resultados do teste indice (frutosamina, AG e HbA1c)
foram interpretados com conhecimento prévio dos resultados
do padrao de referéncia (monitoramento da glicemia) e os
pontos de corte utilizados ndo foram pré-definidos; e fluxo
e temporizacao, pois apesar do teste indice e do padrao de
referéncia terem sido avaliados simultaneamente, o padrao
de referéncia diferiu entre os estudos.

Por outro lado, todos os artigos®29 apresentaram baixo
risco de viés para os topicos selecao dos pacientes, pois os
pacientes foram incluidos de modo consecutivo ou rando-
mico, todos os estudos sdo coortes e nao foram realizadas
exclusdes inapropriadas; e padrao de referéncia, pois o padrao
de referéncia possibilitou a correta avaliacdo do monitora-
mento da glicemia e foi interpretado sem conhecimento
prévio dos resultados do teste indice.

Com relacdo a aplicabilidade, a avaliacao da qualidade
demonstrou que todos os estudos®?® apresentaram alto risco
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para o tépico“padrao de referéncia’, pois o padrao de referén-
ciafoi interpretado utilizando diferentes pontos de corte. Para
o topico “selecdo dos pacientes”’, 11 estudos®10.11.1417-:19.21.25-25)
apresentaram alto risco, pois os pacientes apresentavam DRC
dialitica ou nao dialitica, a qual pode interferir nos exames
de frutosamina e AG, e 8 estudos®®'2131516202226 gprasentaram
baixo risco, pois os pacientes nao apresentavam condi¢des
clinicas que pudessem interferir nos exames de frutosa-
mina e AG. Para o tépico “teste indice”, 16 estudos®%121420)

Avaliagdo da qualidade dos estudos de acordo com a ferramenta QUADAS-2.?

apresentaram baixo risco, pois utilizaram metodologias
adequadas para dosagem da HbA1c (HPLC ou imunoturbi-
dimetria), 2 estudos""'® apresentaram alto risco, pois ndo
utilizaram metodologias adequadas para dosagem da HbA1c
(método colorimétrico ou eletroforese capilar) e 1 estudo®
apresentou risco incerto, pois ndo informou a metodologia
utilizada para dosagem da HbA1c.

ATabela 3 apresenta a avaliacdo da qualidade dos estudos
realizada com emprego da ferramenta QUADAS-2.”

Autor/Ano Risco de Viés Aplicabilidade
Selecao dos Teste indice Padrao de Fluxo e Selecao dos Teste indice Padrao de
Pacientes Referéncia Temporizagao Pacientes Referéncia

Hayashi et al., 2023 ® B A B A A ? A
Toft etal., 2022 © B A B A B B A
Divani etal., 2021 10 B A B A A B A
Martino etal., 2021 ™ B A B A A A A
Desouza et al., 2020 "2 B A B A B B A
Mahgoob e Moussa, 2020 B A B A B A A
Zelnick et al., 2020 ™ B A B A A B A
Chanetal., 2017 ™ B A B A B B A
Fujimoto et al., 2016 19 B A B A B B A
Hayashi et al., 2016 ™ B A B A A B A
Konya etal., 2013 ® B A B A A B A
Leeetal., 2013 B A B A A B A
Tsutsumi et al., 2013 @ B A B A B B A
Vosetal., 2012V B A B A A B A
Sakuma et al., 2011 @ B A B A B B A
Park etal., 2009 ® B A B A A B A
Inaba et al., 2007 @ B A B A A B A
Chujo et al., 2006 » B A B A A B A
Cefalu etal., 1989 % B A B A B B A

B — Baixo risco; A — Alto risco; ? — Risco incerto 7).
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DISCUSSAO

Os estudos incluidos nesta revisao sistematica observa-
ram que a frutosamina e a AG, de modo geral, apresentam
eficacia semelhante a HbA1c para o monitoramento do
controle glicémico de pacientes com DM1 ou DM2 que nao
apresentam condicées clinicas que interferem na dosagem
da HbA1c. Tsutsumi e cols. (2013)?” demonstraram que as
correlagdes da glicemia média com a HbA1c (r=0,59, p =
0,0052) e com a AG (r=0,58, p =0,0055) foram semelhantes
em pacientes com DM1. Cefalu e cols. (1989)%° verificaram
fortes correlagcdes entre a glicemia média de jejum de 4
meses e a frutosamina (r = 0,79, p < 0,001) ou a HbA1c (r =
0,78, p < 0,001), e entre a glicemia capilar média de MCG e
a frutosamina (r= 0,66, p < 0,001) oua HbA1c (r=0,74,p <
0,001) em pacientes com DM2. Chan e cols (2017)"® também
observaram uma boa correlacdo entre a glicemia média e a
frutosamina (r = 0,42, p =0,002),a AG (r=0,34, p=0,001) e
a HbA1c (r = 0,36, p = 0,006) em adolescentes obesos com
pré-diabetes ou DM2.

Sakuma e cols. (2011)?? ainda observaram que a HbA1c
ea AG se correlacionaram com a glicemia média de jejum de
4 semanas (HbAT1c: R = 0,68, R? ajustado = 0,46, p < 0,0001;
AG:R=0,51, R*ajustado =0,26, p <0,0001) e com a glicemia
média 1 e 2 horas apos café da manha de 4 semanas (HbA1c:R
=0,58, R?ajustado=0,31,p <0,0001; AG:R=0,74, R? ajustado
=0,52, p <0,0001) em pacientes com DM2. Demonstraram
também que a glicemia de jejum é o preditor mais forte da
HbA1c, enquanto a glicemia pds-prandial é o preditor mais
forte da AG nestes pacientes. Desouza e cols. (2020),"? por
sua vez, verificaram uma melhor correlacdo entre a AG e a
glicemia média (r=0,481) do que entre a HbA1ceaglicemia
média (r = 0,233) durante os primeiros 3 meses de estudo
em pacientes com DM1 ou DM2 com mau controle glicémico
(HbA1c entre 7,5% e 12,0%) cujo tratamento havia sido
modificado visando um melhor controle glicémico, sendo
a diferenca entre as correlacoes de 0,249 (0,130-0,367) (p <
0,0001). Os autores também observaram que as correlacdes
de Kendall, as quais analisam a direcdao em que ocorreu a
mudanca nos indices glicémicos, foram maiores entre a AG
e aglicemia média (0,341) do que entreaHbA1ceaglicemia
média (0,160), com uma diferenca entre as correlacdes de
0,181 (0,096 -0,265) (p < 0,0001). Estes achados demonstram
que a AG é um marcador interessante para avaliar rapida-
mente o efeito de alteragdes no tratamento sobre o controle
glicémico de pacientes com DM1 ou DM2.

Diante da eficacia semelhante entre aHbA1c e os exames
de AG e frutosamina para o monitoramento do controle glicé-
mico de pacientes com DM1 ou DM2 que nao possuem con-
dicoes que interferem no exame de HbA1c,a HbA1c deve ser
utilizada rotineiramente para o monitoramento do controle
glicémico alongo prazo destes pacientes, de acordo com as
recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2022).
@7 Os exames de frutosamina e AG podem ser empregados
nas situagdes em que é necessaria a avaliagao do controle
glicémico a curto prazo, como no pré-operatorio, inicio do
tratamento ou mudanca na terapia, visto que a frutosamina
reflete a média da glicemia das ultimas 2 a 3 semanas.””

Em pacientes com DRC, o aumento de produtos urémicos
leva a uma diminuicdo da meia-vida das hemacias. Além disso,
alesdo nos rins afeta a producao da eritropoietina, levando,
consequentemente, a uma baixa producao de hemdcias.
Diante disso, hd uma menor quantidade de hemoglobina na
circulagao sistémica, resultando em falsa redugdo dos niveis
de HbA1c, pois uma menor quantidade de eritrécitos estara
disponivel para se ligar a glicose.?® Ademais, os pacientes com
DRC apresentam um estado inflamatério, o qual resulta em
resisténcia da medula a acao da eritropoietina. Este estado
inflamatério promove, também, um aumento da producao
de hepcidina, um peptideo que inibe a absorcao intestinal
do ferro e a mobilizacao do ferro do sistema reticuloendo-
telial, resultando em deficiéncia ferro absoluta ou funcional,
respectivamente, e em anemia.®2

A maioria dos estudos incluidos nesta revisao sistema-
tica que avaliou pacientes com DM com DRC nao dialitica
ou dialitica verificou que a frutosamina e a AG apresentam
maior eficacia do que a HbA1c para o monitoramento do
controle glicémico. Vos e cols. (2012)?" observaram que a
AG (r=0,54, p < 0,01) e a frutosamina (r = 0,56, p < 0,01) se
correlacionaram com a glicemia média nos pacientes com
DRC, entretanto a HbA1c ndo apresentou correlacdo signi-
ficativa com a glicemia média nestes pacientes (r = 0,38, p
=0,07). Park e cols. (2009)#* ainda verificaram que a AG se
correlacionou melhor com a média ponderada da glicemia
de 3 meses do que a HbA1c em pacientes em HD.

Chujo e cols. (2006)?* observaram que tanto a HbA1c
quanto a AG se correlacionaram com glicemia média nos
pacientes pré-dialiticos, dialiticos e sem DRC. Contudo, a
inclinacdo da linha de regressdo na anélise de variancia da
HbA1c foi menor para os pacientes pré-dialiticos e dialiticos
do que para os pacientes sem DRC, indicando que os niveis
de HbA1c foram inferiores ao indicado pela glicemia média
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nos pacientes com DRCT. Por outro lado, ndo houve diferenca
significativa entre as trés inclinagdes de regressdo na andlise
de variancia da AG. Inaba e cols. (2007)?% também observaram
que ainclinacdo da regressao linear entre HbA1c e glicemia
média foi menor nos pacientes em HD do que naqueles
sem DRC (p < 0,001), enquanto que a inclinagao entre AG e
glicemia média nao diferiu significativamente entre os dois
grupos (p =0,10).

Divani e cols. (2021)"? ainda demonstraram que a AG foi
mais precisa do que a HbA1c para detectar tempo no faixa <
50% e tempo acima do alvo > 15% nos pacientes com DM1
ou DM2 em HD, e Martino e cols. (2021) “" observaram que
a AG apresentou maior capacidade preditiva na deteccao
precoce de glicometabdlicos do que a HbA1c. Em pacientes
com deficiéncia de eritropoietina, Konya e cols. (2013)"®
verificaram que os niveis de HbA1c reduziram significativa-
mente ap0s terapia com agente estimulante da eritropoiese,
sendo que ndo houve alteracdo nos niveis de frutosamina
e AG. Inaba e cols. (2007)?* também demonstraram que a
HbA1c foi significativamente menor nos pacientes em HD que
recebiam eritropoietina do que naqueles que nao recebiam
eritropoietina, ao passo que a AG nao diferiu significativa-
mente entre os dois grupos.

Hayashi e cols. (2016)"" e (2023),"® observaram que a AG
e a HbA1cforam igualmente eficazes para o monitoramento
do controle glicémico de pacientes em HD, e Lee e cols.
(2013)" demonstraram que a frutosamina corrigida pela
albumina e a HbA1c foram igualmente eficazes para moni-
torar o controle glicémico de pacientes em DP, porém foram
mais eficazes do que a AG. A maior eficacia da frutosamina
corrigida pela albumina em relagao a AG pode ser explicada
pelo fato de que os niveis de AG sofrem interferéncia da
perda de albumina na urina, sendo que esta interferéncia
pode ser minimizada ao se dividir os niveis de frutosamina
pelos niveis de albumina.’®

Por outro lado, Zelnick e cols. (2020)" verificaram que a
AG e a frutosamina foram menos eficientes do que a HbA1c
para monitorar o controle glicémico de pacientes com DM2 e
DRC, pois apresentaram maior variabilidade do que a HbA1c
e mais fontes de viés, o que pode ser decorrente do fato de
que afrutosamina e a AG refletem o controle glicémico a curto
prazo apresentando maior interferéncia do uso de medica-
mentos e intervencdes médicas recentes do que aHbA1c.(®
Contudo, estes autores observaram que as correlacdes entre
HbA1c, AG e frutosamina com a glicemia média estimada
foram semelhantes entre si tanto para pacientes sem DRC

(r=0,76; r = 0,72; r = 0,63; respectivamente) quanto para
aquelescom DRC (r=0,78;r=0,78;r=0,71; respectivamente).

A anemia ferropriva é uma das deficiéncias mais comuns
em paises em desenvolvimento, afetando em sua maioria
mulheres e criangas.®® A caréncia de ferro no organismo é
decorrente de uma deficiéncia nutricional e armazenamento
insuficiente, perdas excessivas ou utilizacdo inadequada desse
oligoelemento.®” A anemia ferropriva pode resultar em um
falso aumento dos niveis de HbA1c, pois a deficiéncia de
ferro no organismo pode levar a glicacao terminal da prolina,
alterando a estrutura dos eritrocitos, reduzindo sua taxa
de renovacdo, levando estes a permanecerem mais tempo
no plasma expostos a se ligar com a glicose. Além disso, a
caréncia de ferro pode induzir a peroxidacao e acelerar a
glicacao, resultando em aumento dos niveis de HbA1c em
pacientes com e sem DM que possuem anemia ferropriva.®?

Ambos os estudos incluidos nesta revisao sistematica
que avaliaram pacientes com DM com anemia ferropriva
verificaram que a frutosamina e a AG apresentam maior
eficacia do que a HbA1c para o monitoramento do controle
glicémico. Mahgoob e Moussa (2020)"® observaram que a
glicemia média se correlacionou com a AG, mas ndao com
a HbA1c em pacientes com anemia ferropriva, e que a AG
apresentou maior sensibilidade e especificidade para predicao
de DM néo controlado nos pacientes com anemia ferropriva
do que aHbA1c.Konya e cols. (2013)""® ainda verificaram que
em pacientes com anemia ferropriva os niveis de HbA1c dimi-
nuiram significativamente apés terapia com ferro, enquanto
que os niveis de frutosamina e AG néo se alteraram.

Portanto, nas situagdes clinicas em que ha alteracao na
quantidade ou tempo de meia-vida dos eritrécitos, como
DRC dialitica ou néo dialitica e anemia ferropriva, levando
a interpretagdes errbneas da HbA1c, é necessario o uso de
alternativas como a frutosamina e a AG para o monitoramento
glicémico de individuos com DM1 ou DM2.

Em mulheres gravidas, ocorrem diversas alteragdes
metabdlicas nas primeiras semanas de gestacdo, sendo a
principal delas a resisténcia a insulina. Essas modificacdes sao
atribuidas a diversos fatores humorais de origem materna e
placentaria que buscam, com isso, aumentar a demanda de
nutrientes para o feto.®¥ Além disso, ocorre o aumento do
volume sanguineo, resultando em hemodiluicao e em uma
anemia fisioldgica, levando a uma falsa reducao dos niveis de
HbA1c.>3 Devido ao aumento da hematopoiese e da vole-
mia, ocorre uma diluicao da glicose no sangue, diminuindo
os niveis de glicose em jejum. Diante destas alteracdes nos
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niveis glicémicos e de HbAT1c ao longo da gestacédo, e como
ainda ndo foram estabelecidos valores de referéncia dos
niveis de HbA1c para cada trimestre gestacional, a HbA1c
apresenta-se limitada para monitoramento do controle
glicémico durante a gestacdo.®®

Em gestantes com diabetes pré-gestacional, Toft e cols.
(2020)® observaram que a AG foi mais precisa do que aHbA1c
para detectar tempo na faixa < 70% e tempo acima do alvo
> 25%. Contudo, Fujimoto e cols. (2016)"° verificaram que a
frutosamina apresentou menor correlagcdo com a frequéncia
de hiper e hipoglicemias do que a HbA1c em gestantes com
DMT1, DM2 ou DMG ou overt diabetes.

Diante das limitacdes do uso da HbA1c para monito-
ramento glicémico durante a gestacao, a Sociedade Bra-
sileira de Diabetes (2023)%% recomenda que as gestantes
realizem o automonitoramento glicémico até o parto. As
gestantes com DM pré-gestacional devem medir a glicemia
capilar antes e uma hora ap6s as trés refeicoes principais
e ao deitar-se. As gestantes com DMG em tratamento nao
farmacolégico devem realizar as medicdes em jejum e 1
hora ap0s as refeicdes principais e aquelas em tratamento
farmacoldgico devem medir a glicemia antes e 1 horaapds
as refeicdes principais. Tais medidas visam monitorar a
glicemia, evitando eventos de hipoglicemia graves, além
de avaliar a eficacia e a adesao da terapia, 0 que ndo pode
ser avaliado adequadamente pela HbA1c, pois esta fornece
dados retrospectivos das médias glicémicas, porém nao
avaliando as variabilidades da glicemia ao longo do dia.®*

Em relacdo aos métodos utilizados para avaliacdo do
monitoramento glicémico, a maioria dos estudos ©1012
2229 incluidos nesta revisdo sistematica utilizou o MCG ou
o automonitoramento da glicemia capilar, sendo que estes
consistem nos melhores métodos para avaliagcao do controle
glicémico e das variagdes glicémicas em pacientes com DM.®¥
Apenas 3 estudos 2% njo utilizaram estes métodos para
avaliar o monitoramento glicémico. No entanto, todos os 3
estudos avaliaram a glicemia dos pacientes em pelo menos
trés momentos diferentes durante no minimo 2 meses.

Com relacao ao método utilizado para dosagem de
HbA1c, a maioria dos estudos empregou cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou imunoturbidimetria, os
quais consistem em métodos padronizados e recomendados
para a dosagem da HbA1c¢.®> Para dosagem da AG foram
utilizados os métodos enzimatico, imunoturbidimétrico,
colorimétrico, ELISA e cromatografia liquida, e os métodos
enzimatico e colorimétrico foram empregados para dosagem

da frutosamina, os quais consistem em métodos precisos e
adequados para realizagao destas dosagens.”

Os artigos incluidos nesta reviséo sistematica apresentaram
grande diversidade com relacédo as caracteristicas clinicas dos
pacientes. Enquanto alguns incluiram pacientes com DM1 ou
DM2 que ndo apresentavam condi¢des clinicas que interferem
na dosagem da HbA1c, outros incluiram pacientes com DM
que apresentavam condi¢des clinicas que podem interferir no
exame de HbA1c, como DRC dialitica ou nao dialitica, anemia
ferropriva e gestacdo. Além disso, houve grande variacdo entre
os estudos com relacdo a faixa etaria dos pacientes, ao método
utilizado para o monitoramento da glicemia e a metodologia
utilizada para andlise estatistica dos resultados. A avaliacdo da
qualidade dos artigos incluidos na revisdo sistematica ainda
demonstrou que todos os estudos apresentaram alto risco viés
para os dominios teste indice e fluxo e temporizacdo e um alto
risco de aplicabilidade para o dominio padrao de referéncia,
pois os pontos de corte da frutosamina e da AG nao foram
pré-definidos, o padrao de referéncia diferiu entre os estudos
e aindafoiinterpretado utilizando diferentes pontos de corte.
Estas adversidades consistem em limitagdes do presente tra-
balho, as quais impossibilitaram a realizacdo de meta-andlises.

E importante ressaltar que a ferramenta QUADAS-2?
foi desenvolvida para avaliar o risco de viés de estudos de
acuracia de teste de diagndstico, e os estudos incluidos
nesta revisao sistematica possuem como objetivo avaliar a
eficacia dos exames AG e frutosamina para o monitoramento
do controle glicémico de pacientes previamente diagnosti-
cados com DM. Na auséncia de uma ferramenta especifica
para avaliacao da qualidade de estudos que se propdem a
avaliagao do monitoramento do controle glicémico, optamos
por utilizar a ferramenta QUADAS-2, apesar de suas limitacoes
para esta finalidade, o que pode ter resultado em alto risco
de viés para alguns tépicos.

CONSIDERAGOES FINAIS

A frutosamina e a AG apresentam eficacia semelhante
a HbA1c para o monitoramento do controle glicémico de
pacientes com DM1 ou DM2 que nao apresentam condigcdes
clinicas que interferem na dosagem da HbA1c. Recomen-
da-se que a HbA1c seja utilizada para o monitoramento do
controle glicémico alongo prazo destes pacientes, sequindo
as diretrizes nacionais e internacionais, e que os exames de
frutosamina e AG sejam empregados nas situagdes em que
é necessdria a avaliacao do controle glicémico a curto prazo.
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Por outro lado, a frutosamina e a AG apresentam efi-

cacia superior a HbA1c para o monitoramento do controle

glicémico de pacientes com DM1 ou DM2 que apresentam

condicdes clinicas em que ha alteracdo na quantidade ou

tempo de meia-vida das hemdacias, como DRC dialitica ou

nao dialitica e anemia ferropriva. Nestas situagoes, reco-

menda-se o emprego dos exames frutosamina ou AG para
0 monitoramento glicémico.
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Abstract

Objective: To evaluate the effectiveness of fructosamine and glycated albumin (GA) tests for glycemic monitoring in diabetes mellitus (DM). Methods:
The search for articles was carried out in the Medline/PubMed, Web of Science, Embase and Virtual Health Library databases. The eligibility criteria were
cohorts that compared the effectiveness of fructosamine and/or AG tests with glycated hemoglobin (HbA1c) for glycemic monitoring in DM. The reference
standard for glycemic monitoring consisted of self-monitoring of blood glucose or continuous sensor glucose monitoring or blood glucose assessed
on at least three days for at least two months. Results: Among the 11 studies that evaluated patients with dialysis or non-dialysis chronic kidney disease,
7 found greater efficacy of AG and/or fructosamine in relation to HbA1c, 3 found similar efficacy and 1 found lower efficacy. Iron deficiency anemia or
erythropoietin deficiency was evaluated in 3 studies and all found that AG and/or fructosamine were more effective than HbA1c. Among the 5 studies
that evaluated patients with T1DM or T2DM who did not have clinical conditions that interfere with HbA1c, 4 found similar efficacy between AG and/or
fructosamine and HbA1c and 1 observed greater effectiveness of AG. Conclusion: Fructosamine and AG have similar efficacy to HbA1c for monitoring
glycemic control in patients with TIDM or T2DM who do not have clinical conditions that interfere with HbA1c, however, in situations where there is a
change in the quantity or half-life of red blood cells, fructosamine and AG are more effective than HbA1c.

Keywords: Diabetes Mellitus. Fructosamine. Glycated Serum Albumin. Blood Glucose. Glycemic Control.

Resumo

Objetivo: Avaliar a eficacia dos exames frutosamina e albumina glicada (AG) para monitoramento glicémico no diabetes mellitus (DM). Métodos: A busca
dos artigos foi realizada nas bases de dados Medline/PubMed, Web of Science, Embase e Biblioteca Virtual em Satde. Os critérios de elegibilidade foram
coortes que compararam a eficacia dos exames frutosamina e/ou AG com a hemoglobina glicada (HbA1c) para monitoramento glicémico no DM. O
padrao de referéncia do monitoramento glicémico consistiu em automonitoramento da glicemia ou sensor de monitoramento continuo de glicose
ou glicemia avaliada em pelo menos 3 dias durante pelo menos 2 meses. Resultados: Dentre os 11 estudos que avaliaram pacientes com doenca renal
cronica dialitica ou ndo dialitica, 7 encontraram maior eficacia da AG e/ou frutosamina em relacao a HbA1c, 3 encontraram eficacia semelhante e 1
menor eficacia. A anemia ferropriva ou deficiéncia de eritropoietina foi avaliada por 3 estudos e todos verificaram que a AG e/ou frutosamina foram
mais eficazes do que a HbA1c. Dentre os 5 estudos que avaliaram pacientes com DM1 ou DM2 que ndo apresentavam condicdes clinicas que interferem
na HbA1c, 4 encontraram eficacia semelhante entre AG e/ou frutosamina e HbA1c e 1 observou maior eficacia da AG. Conclusdo: A frutosamina e a AG
apresentam eficacia semelhante a HbA1c para monitoramento do controle glicémico em pacientes com DM1 ou DM2 que nao possuem condigoes clinicas
que interferem na HbA1¢, entretanto, nas situacdes em que ha alteracédo na quantidade ou meia-vida das hemdcias, a frutosamina e a AG apresentam
eficacia superior a HbA1c.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Frutosamina. Aloumina Sérica Glicada. Glicemia. Controle Glicémico.
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INTRODUCTION

The glycated hemoglobin (HbA1c¢) test is the most
recommended method for monitoring glycemic control
in patients with type 1 (T1DM) and type 2 Diabetes mellitus
(T2DM). HbA1c results from a non-enzymatic and irreversible
glycation process of hemoglobin, reflecting the average blood
glucose levels over the past 3 to 4 months, as the lifespan
of red blood cells is approximately 120 days. This allows for
long-term glycemic control evaluation.®”

However, the HbA1c test has certain limitations, as
some clinical conditions characterized by alterations in red
blood cell count or lifespan may interfere with test results,
preventing it from accurately reflecting actual glycemic
control in patients with Diabetes mellitus (DM). Several factors
can lead tofalsely reduced HbA1c levels, including hemolytic
anemias; bone marrow impairment due to radiation, toxins,
ortumors; blood loss; erythropoietin deficiency secondary to
chronic kidney disease (CKD); administration of high doses
of vitamin C or E, which inhibit hemoglobin glycation; use
of antiretroviral drugs, ribavirin, or dapsone, which reduce
red blood cell lifespan; and pregnancy. During pregnancy,
increased blood volume leads to a decrease in red blood
cell concentration and physiological anemia, resulting in a
falsely reduced HbA1c level.??

Conversely, other factors can result in falsely elevated
HbA1clevels, such asiron, vitamin B12, or folic acid deficiency,
which increases red blood cell lifespan; the presence of
carbamylated hemoglobin in patients with kidney disease;
the presence of acetylated hemoglobin in patients using
high doses of acetylsalicylic acid; chronic alcoholism; the use
of phenobarbital, which enhances glucose reactivity with
hemoglobin; and conditions that lead to an increase in red
blood cell count and/or hematocrit levels.??

Some hemoglobinopathies may resultin falsely elevated
or falsely reduced values, or may not interfere with HbA1c
measurement at all, depending on the method used for its
laboratory measurement. Additionally, glycemic variability
throughout the day cannot be assessed using HbA1c, as
patients who experience episodes of both hyperglycemia
and hypoglycemia may still present HbA1c levels within the
therapeutic target range.?

Given the limitations of HbAlc measurement,
fructosamine and glycated albumin (GA) have emerged
as alternative tests for monitoring blood glucose levels in
patients with DM. Fructosamine consists of plasma proteins
irreversibly bound to glucose, with the majority corresponding

to albumin, whereas GA specifically measures plasma albumin
irreversibly bound to glucose. Since albumin has a half-life of
approximately 21 days, GA and fructosamine reflect glycemic
control over the past 2 to 3 weeks, allowing for short-term
monitoring of glycemic control.”

These tests are not affected by clinical conditions that
alter red blood cell lifespan or count. Additionally, the non-
enzymatic glycation rate of albumin is approximately ten
times higher than that of hemoglobin. As a result, GA exhibits
greater fluctuation compared to HbA1c, allowing for the
faster detection of glycemic changes. However, conditions
that alter plasma protein levels, such as nephrotic syndrome,
chronic hepatitis, and thyroid diseases, may interfere with
fructosamine and GA levels. Nevertheless, the use of the GA/
total albumin ratio helps minimize this interference.®

Given the limitations of using HbA1c for monitoring
glycemic control in patients with DM and the need for
alternative methods—especially for patients with clinical
conditions affecting red blood cell lifespan or count—
conducting a systematic review to assess the efficacy of
fructosamine and GA tests for glycemic control monitoring
in DM is essential.

MATERIALS AND METHODS

Study Design

A systematic review conducted following the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA)®and the Preferred Reporting Items for a Systematic
Review and Meta-analysis of Diagnostic Test Accuracy Studies
(PRISMA-DTA) recommendations.®

Search Strategy

Article selection was conducted in Medline (PubMed),
Web of Science, Embase, and the Virtual Health Library
(VHL) using the descriptors “fructosamine” and “glycated
serum albumin” along with their respective entry terms, in
combination with the descriptor “diabetes mellitus” and its
entry terms, applying "AND” between terms. The descriptors
were defined according to Medical Subject Headings (MeSH).

Eligibility Criteria

The eligibility criteria were established following the
PRISMA-DTA® recommendations and consisted of prospective
or retrospective cohort studies that assessed the effectiveness
of fructosamine and GA tests compared to HbA1c for glycemic
control monitoring in DM.
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Only studies whose experimental design allowed for the
distinction of the following points, as per the PIRTS acronym,
were included in the systematic review:

o Participants: Patients with DM.

» Indextest: Fructosamine and/or GA compared to HbA1c.

» Reference standard: Average blood glucose assessed
through self-monitoring of blood glucose, continuous
glucose monitoring (CGM) sensor, or blood glucose
measured on at least three different days over at least
two months.

« Target conditions: Effectiveness in assessing glycemic
control.

«  Studydesign: Prospective or retrospective cohort study.
The article search in the databases was conducted from
May 11,2023, to September 14,2023, with no restrictions
on publication year or language.

Article Selection

The study selection was carried out in two stages, both
conducted independently by two reviewers. In the first stage,
duplicate articles were removed, followed by a preliminary
screening of titles and abstracts to include only prospective
or retrospective cohort studies evaluating the effectiveness of
fructosamine and GA tests for glycemic control monitoring in
DM. Inthe second stage, the pre-selected articles were read in
full to assess their eligibility based on the predefined criteria.
Aflowchart was then developed summarizing the number of
articlesincluded and excluded at each stage according to the
established criteria, following PRISMA recommendations.®

Data Extraction from Selected Articles

The following data were extracted from the studies for
table construction: author, year of publication, country, study
design, patient characteristics, age, sample size, methods
used for HbA1¢c, GA, and fructosamine measurement, method
used for glycemic monitoring assessment, effectiveness of
GA and/or fructosamine for glycemic control monitoring,
and results.

Assessment of Study Quality

The methodological quality assessment of the
studies included in the systematic review was conducted
independently by two reviewers. The Quality Assessment
of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS-2) tool,”” which
evaluates the risk of bias in diagnostic accuracy studies, was
used for the assessment of study quality. This tool comprises
four domains: patient selection, index test, reference standard,

and flow and timing. All domains are assessed for risk of
bias, and the first three domains are also evaluated for study
applicability. The risk of bias and study applicability are
classified as “low,""high,” or “uncertain.”

RESULTS

The stages of the article selection process are presented
in aflowchart (Figure 1). After applying the eligibility criteria,
19 cohort studies were included in the systematic review, of
which 17®1517-222426) were prospective cohorts (89.5%) and
201623 were retrospective cohorts (10.5%).

Table 1 presents the location, study design, patient
characteristics, sample size, age, methods used for HbA1c, GA,
and fructosamine measurement, and the evaluation of glycemic
monitoring in the studies included in the systematic review.

Regarding the location of the studies, 6 of them®17:20222425)
(31.6%) were conducted in Japan, 412141529 (21.1%) in the
United States, and one study (5.3%) was conducted in each of
the following countries: Norway,® Greece,"? Italy,"" Egypt,™?
Brazil,"® Taiwan,"® New Zealand,*” and South Korea.?® The
sample size of the studies ranged from 21 to 903 patients.

Regarding patient characteristics, 2 studies (10.6%)
assessed patients with T2DM undergoing hemodialysis
(HD) and without nephropathy."”?* Each of the following
patient groups was assessed in one study (5.3%): patients
with T2DM,?? patients with and without T2DM,?9 patients
with T2DM undergoing HD,® patients with T2DM with and
without CKD,"¥ patients with T2DM and CKD with iron
deficiency anemia or erythropoietin deficiency,"® obese
adolescents with prediabetes or T2DM," children with
T1DM with and without iron deficiency anemia,® adults
with TIDM,® patients with T1DM or T2DM,"? patients with
T1DM or T2DM undergoing HD,"" pregnant women with
pre-gestational diabetes (T1DM or T2DM or maturity-onset
diabetes of the young [MODY]),” pregnant women with
T1DM or T2DM or gestational Diabetes mellitus (GDM) or
overt diabetes,"® patients undergoing HD with and without
diabetes,"% patients with diabetes undergoing peritoneal
dialysis (PD)," patients with diabetes with and without
CKD,®) patients with diabetes undergoing HD without
nephropathy,?"and patients with diabetes with end-stage
CKD (ESCKD) (pre-dialytic or dialytic) without nephropathy.®

Regarding age range, 2 studies’>' (10.5%) included
children and adolescents aged 5 to 18 years. The other 17
studies®12141620/(89 59) conducted their research with adults
and older adults.
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The most commonly used method for evaluating
HbA1c was high-performance liquid chromatography,
employed by 15 studies®'01214-232526 (78 9%). One study!"
(5.3%) used capillary electrophoresis, one study™ (5.3%)
used the colorimetric method, one study®® (5.3%) used
immunoturbidimetry, and one study®® (5.3%) did not report
the method used.

The enzymatic method was the most commonly used
for evaluating GA, utilized by 12 studies®®'31517.18.20-25 (63 2095),
Two studies"'? (10.5%) used the colorimetric method, one
study!® (5.3%) used ELISA, one study® (5.3%) used liquid
chromatography-mass spectrometry, one study (19) (5.3%)
used immunoturbidimetry, and two studies®?® (10.5%) did
not report the method used for this analysis.

The colorimetric method was the most commonly used
for evaluating fructosamine, employed by 7 studies# 161819212
(36.8%). Only one study!'? (5.26%) used the enzymatic
method, and 11 studies®"1317.2022-29 (57 9%) did not report
the method used for this measurement.

Glycemic control assessment was conducted using CGM
sensorsin 11 studies®10141517-21.26) (57 994) 5 studies!'213162225)
(26.3%) used self-monitoring with a glucometer, and 3
studies?324 (15.8%) measured blood glucose at different
times during the research.

Table 2 describes the main results and indicates whether
GA and/or fructosamine were effective or not for monitoring
glycemic control in the studies included in the systematic
review.

Records identified in
databases (n =4120)

\ 4

Records removed before screening:
Duplicates removed (n = 117)

Web of Science: n=1101

BVS: n =467
Embase:n=2511
PubMed: n = 41 Records excluded (n =3928)

- 3636 did not assess the effectiveness of fructosamine and GA tests for monitoring glycemic

- 266 were not prospective or retrospective cohort studies (70 clinical trials, 60 narrative
reviews, 9 systematic reviews, 76 case reports, 12 meta-analyses, 24 pilot studies, 5 reports,
1 open-label non-randomized study, 1 non-randomized interventional study, 6 crossover
studies, 1 comparative study, 1 prospective analytical study)

- 26 did not use the reference standard of mean blood glucose assessed through self-
monitoring, continuous glucose monitoring, or glucose measurements taken on at least three

control in DM.
\ 4
Records screened (n = 4003) >
different days
\ 4

\ J

Publications sought for retrieval (n =75)

Publications not available (n = 6)

y

Publications assessed for elegibility
(n=69)

\ 4

Total articles included in the systematic
review (n=19)

Publications excluded (n = 50)

- 48 did not use the reference standard of mean blood glucose assessed through self-
monitoring, continuous glucose monitoring, or glucose measurements taken on at least three
\4 different days.

- 1assessed glycated protein in saliva

- 1did not evaluate fructosamine measurement separately from blood glucose

Flowchart of the article selection process for studies evaluating the effectiveness of fructosamine and glycated albumin tests in monitoring glycemic control in Diabetes

mellitus, included in the systematic review. Source: Authors.
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Location, study design, patient characteristics, sample size, age, methods used for measuring HbA1c, glycated albumin, and fructosamine, and for assessing glycemic

monitoring in the studies included in the systematic review.

. Methods used for
Stud Patient measuring HbA1c
Author, Year Country . y characteristicsand  Age (years) L Method used for assessing glycemic monitoring
Design . glycated albumin,
sample size .
and fructosamine
Hayashietal.,  Japan Prospective 107 patients withT2DM 62+ 12 NI; Enzymatic; NA Use of CGM sensor for 48 hours. The estimated mean CGM glucose level was
2023% Cohort on HD calculated. The percentage of time glucose levels were between 70 and 180
mg/dL was considered TIR, <70 mg/dL as TBR, and >180 mg/dL as TAR.
Toftetal., Norway  Prospective 40 pregnant women 309+55 HPLC Use of CGM sensor. Blood glucose concentrations were estimated every 10 or
2022 Cohort with pregestational LC-MS/MS; 15 minutes from interstitial glucose levels during the 14 days preceding each
diabetes (23 with TIDM, NA blood sample collection at weeks 12, 20, 24, 28, 32, and 36 of pregnancy. The
13 with T2DM, 1 with estimated mean CGM glucose level was calculated. The percentage of time
MODY) with glucose levels <63 mg/dL was defined as TBR, >140 mg/dL as TAR, and
<54 mg/dL as TBR2.
Divani et al., Greek Prospective 37 patients withTIDM ~ 62.0 +17.3 HPLG; Use of CGM sensor. Blood glucose concentrations were estimated every 5
20210 Cohort orT2DM on HD ELISA; minutes from interstitial glucose levels over 7 days. The estimated mean (GM
NA glucose level was calculated. Glycemia between 70 and 180 mg/dL in <50%
of readings was considered TIR, <70 mg/dL in >10% of readings as TBR, and
>250 mg/dL in >1% of readings as TAR.
Martinoetal.,  Italy Prospective 160 patientson HD (60  64.1+12.6 Capillary electrophoresis;  Glycemia was assessed at five time points: T0, T1 (after 30 days), T2 (after 60
202100 Cohort with DM, 98 without Colorimetric; NA days), T3 (after 90 days), and T4 (after 6 months).
DM, 2 with impaired
glucose tolerance).
Desouzaetal,  United Prospective 150 patientswith DM~ 50.5+15.63 HPLC; Colorimetric; Fasting glucose was assessed at weeks 0, 1,2, 3,4, 6,8, 12, 16, 20, and 24.
2020 States Cohort (73 withTIDMand 77 Enzymatic. Self-monitoring of capillary blood glucose was performed 7 times, at least 1
with T2DM). day per week, using a glucometer.
Mahgoob Egypt Prospective 147 children with TIDM 9.9 £ 3.40 years Colorimetric; Enzymatic; Self-monitoring of blood glucose by measuring capillary glucose seven times
e Moussa, Cohort (72 with iron deficiency ~ with anemia; 104+ NA a day for 30 days using a glucometer. The 30-day mean glucose level was
2020 anemia and 75 without ~ 2.91 years without calculated.
iron deficiency anemia). ~anemia.
Zelnicketal,  United Prospective 105 patients withT2DM  68.4 & 9.6 years HPLG; Enzymatic; Use of CGM sensor during two non-consecutive 6-day periods separated
202019 States Cohort (81 with moderate with CKD; 64.3 + Colorimetric. by 2 weeks. Blood glucose concentrations were estimated every 5 minutes
to severe CKD and 24 10.3 years without from interstitial glucose levels. The estimated mean CGM glucose level was
without CKD). CKD. calculated from all valid CGM measurements in both periods.
Chanetal., United Prospective 56 obese adolescents 143(12.5-15.9) HPLC; Enzymatic; Use of CGM sensor for 72 hours. The estimated mean CGM glucose level was
201709 States Cohort with prediabetes or Colorimetric. calculated.
T2DM.
Fujimoto etal.,  Brazil Prospective 158 pregnant women NI HPLG Self-monitoring of blood glucose, measuring capillary glucose four to
20161 Cohort (11 with TIDM, 36 with NA; seven times a day, depending on insulin use, for 20 days. The frequency of
T2DM, 109 with GDM, 2 Colorimetric hyperglycemia (glucose levels above the therapeutic target for the time of
with overt diabetes). measurement) and hypoglycemia (glucose levels <70 mg/dL) was calculated.
Hayashietal.,  Japan Prospective 97 patientswithT2DM ~ 60.2+11.7years  HPLG; Use of CGM sensor for 72 hours. The estimated mean CGM glucose level and
2016 ™ Cohort (41 on HD, 56 without ~ on HD; 55.9 + Enzymatic; the glucose standard deviation were calculated. The following markers of
nephropathy). 16.7 years without ~ NA glucose variability were calculated: difference between the highest and lowest
nephropathy. glucose levels, J index (combination of the mean and standard deviation of all
glucose values), mean amplitude of glucose excursions, degree of dissociation
from the ideal glucose level, glycemic control index (sum of hyperglycemic
and hypoglycemic indices), and the average daily difference between glucose
values at the same time of day on two consecutive days.
Konya et al., United Prospective 30 patients with 72 (68-74) years HPLG; Enzymatic; Use of CGM sensor 1 month before the start of therapy with iron or
2013 Kingdom  Cohort T2DMand (KD stages  with iron deficiency ~ Colorimetric. erythropoiesis-stimulating agent and T month after the end of therapy. The
3bor 4 (15 with iron anemia; 70 (62- estimated mean CGM glucose level was calculated.
deficiency anemiaand  75) years with
15 with erythropoietin  erythropoietin
deficiency). deficiency.
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Table 1 (continuation)

. Methods used for
Stud Patient measuring HbA1c
Author, Year Country . y characteristicsand Age (years) 9 L Method used for assessing glycemic monitoring
Design . glycated albumin,
sample size .
and fructosamine
Leeetal, Taiwan Prospective 25 patients with DM 59+13 HPLG Use of CGM sensor for 3 days. Blood glucose concentrations were estimated
201319 Cohort on PD. Immunoturbidimetry; every 5 minutes. The AUC of the 3-day mean glucose level was calculated.
Colorimetric.

Tsutsumietal.,,  Japan Prospective 21 patients with TIDM. 42 (25-75) HPLC; Use of CGM sensor for 72 hours. The estimated mean CGM glucose level,

2013 @ Cohort Enzymatic; NA glucose standard deviation, and coefficient of variation were calculated. The
following markers of glucose variability were calculated: AUC for glucose
levels > 180 mg/dL and < 70 mg/dL, TAR (percentage of time glucose was
> 180 mg/dL), TBR (percentage of time glucose was < 70 mg/dL), J index
(combination of the mean and standard deviation of all glucose values), high
glucose index, low glucose index, degree of dissociation from the ideal glucose
level, glycemic control index (sum of hyperglycemic and hypoglycemic indices),
and the average daily difference between glucose values at the same time of
day on two consecutive days.

Vosetal., New Prospective 50 patients with DM (25 60.2 (32-79) years  HPLC; Enzymatic; Use of CGM sensor for 48 hours. Blood glucose concentrations were estimated

2012 Zealand  Cohort with CKD stages4 or5  with CKD; 59.3 (40-  Colorimetric. every 5 minutes. The estimated mean CGM glucose level was calculated.

and 25 without CKD). 76) years without

CKD.
Sakumaetal.,  Japan Prospective 40 patients withT2DM ~ 66.2+8.8 HPLG Self-monitoring of blood glucose 3 times a day for more than 2 days during 1
201 @ Cohort Enzymatic; to 2 weeks and 3 to 4 weeks prior to the monthly measurement of HbA1c and
NA glycated albumin, which were measured monthly for 4 months.

Park et al., Korea Prospective 108 patients with 58.4+12.8 years HPLG; Blood glucose measurements from 1 month ago, 2 months ago, and 3 months
2009 ® Cohort DM (70in HD and 38 inHD;56.8+11.6  Enzymatic; NA ago.

without CKD). years without CKD.

Inaba et al., Japan Prospective 903 patients withT2DM NI Immunoturbidimetry; The average values of 3 casual blood glucose measurements obtained during

2007 @ Cohort (538in HD and 365 Enzymatic; NA. the 2 months prior to the HbATc and glycated albumin measurements.

without CKD).

Chujoetal,, Japan Prospective 86 patients with DM 63.9 +13.1 pre- HPLG Self-monitoring of blood glucose 7 times a day and the mean blood glucose

2006 @ Cohort with ESCKD (49 pre- dialysis; 64.4 +11.1  Enzymatic; NA was calculated.

dialysis and 37 on on dialysis; 57.7 +
dialysis) and 40 with 14.4 without CKD.
DM without CKD
Cefaluetal., United Prospective 40 with T2DM 78+2withT2DM  HPLG Fasting blood glucose was evaluated monthly for 4 months.
1989 @) States Cohort 16 without DM 83+ 3 without DM NA; Use of CGM sensor by 13 patients with T2DM. The average capillary glucose
Colorimetric from CGM was calculated.

T1DM = Type 1 Diabetes mellitus; T2DM = Type 2 Diabetes mellitus; GDM = Gestational Diabetes mellitus; DM = Diabetes mellitus; PD = Peritoneal dialysis; CKD = Chronic kidney disease; ESCKD = End-stage chronic kidney disease; ELISA =
Enzyme-linked immunosorbent assay; HbA1c = Glycated hemoglobin; HD = Hemodialysis; LC-MS/MS = Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; (GM = Continuous glucose monitoring; NA = Not assessed; NI = Not informed; TAR
=Time above range; TBR = Time below range; TIR = Time in range; HPLC = High-performance liquid chromatography; AUC= Area under the curve; T0 = Time zero; T1 = Time one; T2 =Time two; T3 =Time three; T4 =Time four.
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Table 2

Main results and efficacy of glycated albumin and/or fructosamine for monitoring glycemic control in the studies included in the systematic review.

Author, Year

Results

Efficacy of glycated albumin and/
or fructosamine for monitoring
glycemic control

Hayashi etal.,
2023®

The higher the TIR, the lower the HbA1c and glycated albumin levels.

No significant correlations were found between TBR and HbA1c, or TBR and glycated albumin (R® = 0.030, p = 0.0749; R* =
0.032, p=0.0652, respectively).

Significant correlations were found between TAR and HbA1c, and TAR and glycated albumin (R® = 0.45, p < 0.0001; R* =
0.26, p < 0.0001, respectively).

Glycated albumin and HbATc were
equally effective in monitoring
glycemic control in patients with
T2DM on hemodialysis.

Toftetal., Correlations were observed between glycated albumin and mean glucose 0.49 (0.28, 0.62), TIR-0.58 (-0.77,-0.27), TAR 0.56  Glycated albumin was more effective
2022 (0.35,0.71), and TBR -0.09 (-0.47, -0.25), and between HbATc and mean glucose 0.63 (0.32, 0.79), TAR 0.58 (0.22, 0.77), and  than HbA1cin monitoring glycemic
TBR-0.44 (-0.64,-0.14). control in pregnant women with
The adjusted AUCs for glycated albumin in detecting TIR < 70%, TAR > 25%, TBR > 4%, and TBR2 > 1% were 0.78 (0.60 - pre-ge.stational diabetes, as glycated
0.95), 0.82 (0.70 - 0.94), 0.56 (0.31 - 0.82), and 0.66 (0.42 - 0.90), respectively. albumin was more accurate than
) ) "
The adjusted AUCs for HbATc in detecting TIR < 70%, TAR > 259%, TBR > 4%, and TBR2 > 1% were 0.60 (0.41 - 0.78), 0.72 ;'::1: ;’;;:t““"g TR <70% and
(0.54-0.90),0.30 (0.13 - 0.47), and 0.32 (0.13 - 0.52), respectively. '
The ideal cutoff value for glycated albumin to detect TIR < 70% was > 10.5%, with a sensitivity of 68% (52% - 83%) and
specificity of 73% (51% - 95%).
The ideal cutoff value for glycated albumin to detect TAR > 25% was > 11%, with a sensitivity of 70% (54% - 87%) and
specificity of 79% (62% - 96%).
Divani etal., Glycated albumin levels were higher in patients with TIR < 50% (21.9 & 4.6%) than in those with TIR > 50% (15.0 £ 4.1%)  Glycated albumin was more effective
202100 (p <0.001). HbA1c levels did not differ between patients with TIR < 50% (7.1 % 1.3%) compared to those with TIR > 50%  than HbA1cin monitoring glycemic

(6.3 +1.4%) (p=0.10).

The AUC for glycated albumin and HbA1c for detecting TIR < 50% was 0.878 (0.728 - 0.962) and 0.682 (0.508 - 0.825),
respectively. The AUC for glycated albumin was significantly higher than the AUC for HbA1c, with a difference of 0.196 (0.062
-0.330) (p < 0.01).

The ideal cutoff for glycated albumin was > 18.96%, with sensitivity of 90.9% and specificity of 88.4%, resulting in a Youden
index of 0.793. The ideal cutoff for HbA1c was > 6.29%, which did not provide a satisfactory combination of sensitivity
(81.8%) and specificity (61.5%) in detecting TIR > 50%. The Youden index was 0.433, indicating lower diagnostic efficiency
of HbATc.

The AUC for glycated albumin and HbA1cin detecting a TAR > 10% was 0.939 (0.808 - 0.991) and 0.854 (0.699 - 0.945),
respectively. The difference in AUCs was not statistically significant, with a difference between areas of 0.085 (-0.034 - 0.204)
(p=0.16).

The ideal cutoff for glycated albumin was > 16.27%, with 100% sensitivity and 79.2% specificity, resulting in a Youden index
of 0.791. The ideal cutoff for HbATc was > 6.29%, with sensitivity of 92.3% and specificity of 70.8%, yielding a Youden index
of 0.631.

The AUC for detecting a TBR > 1% was 0.712 (0.539 - 0.848) for glycated albumin and 0.740 (0.570 - 0.870) for HbA1c.
Neither glycated albumin nor HbATc had a satisfactory combination of sensitivity and specificity for detecting TBR > 1%.
The Youden index was 0.429 and 0.471 for glycated albumin and HbA1c, respectively, indicating lower efficiency of both
biomarkers in detecting hypoglycemia.

control in patients with TIDM or
T2DM on hemodialysis, as glycated
albumin was more accurate than
HbA1cin detecting TIR < 50% and
TAR > 10%.

Martino et al.,
2021

For the cutoff point of 14.5% glycated albumin, sensitivity was 84.77% and specificity was 77.95%. For the cutoff point of 48
mmol/mol HbA1¢, sensitivity was 39.51% and specificity was 99.55%.

The ROC curves for glycated albumin and HbA1c showed AUCs of 0.883 and 0.927, respectively (p < 0.001).

In uremic patients, both diabetic and non-diabetic, the discrepancies between glycated albumin and HbA1c were 21.2% and
20.8%, respectively. These discrepancies were characterized by glycated albumin values above the cutoff point already at TO
and by HbA1c values within the normal range at T0, with a progressive increase in subsequent measurement times.

Glycated albumin was more effective
than HbATcin monitoring glycemic
control in HD patients with and
without DM, as glycated albumin
showed greater predictive capacity in
the early detection of glycometabolic
issues than HbA1c.
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Table 2 (continuation)

Efficacy of glycated albumin and/

Author, Year  Results or fructosamine for monitoring
glycemic control
Desouzaetal.,  In patients with HbA1c between 7.5% and 12.0% (n = 98), during the first 3 months of the study, the Spearman correlations ~ Glycated albumin was more effective
2020 ™ were 0.481 between glycated albumin and average blood glucose, and 0.233 between HbA1c and average blood glucose, than HbA1c and fructosamine
with a significant difference of 0.249 (0.130 - 0.367) (p < 0.0001). The Kendall correlations (which analyze the directionin  in monitoring glycemic control
which changes in glucose indices occurred) were higher between glycated albumin and average blood glucose (0.341) than in patients with TIDM or T2DM,
between HbA1cand average blood glucose (0.160), with a significant difference of 0.181(0.096 - 0.265) (p < 0.00071). as glycated albumin showed a
Although there was a high level of agreement between glycated albumin and fructosamine, as measured by Pearson stronger correlation with average
(0.9198), Spearman (0.9491), and Kendall (0.7639) correlations, glycated albumin consistently showed higher correlations ~ blood gluc'ose than both HbATcand
with HbA1cand average blood glucose than fructosamine. fructosamine.
The correlations between glycated albumin and HbA1c (0.585) and between glycated albumin and average blood glucose
(0.548) were significantly higher than those observed between fructosamine and HbA1c (0.395) and between fructosamine
and average blood glucose (0.413) (p < 0.001).
Changes in glycated albumin were consistent (either increased or decreased in the same direction) with changes in average
blood glucose 60.8% of the time, with fructosamine in 55.5%, and with HbA1c in 45.5%.
Mahgoob In patients without iron-deficiency anemia, the average blood glucose showed significant correlations with HbA1c (r=10.73, Glycated albumin was more effective
e Moussa, p < 0.01) and glycated albumin (r=0.47, p < 0.01). than HbA1cin monitoring glycemic
2020 In patients with iron-deficiency anemia, the average blood glucose showed a correlation only with glycated albumin (r=  controlin patients with TIDM
0.52, p < 0.01). and iron deficiency anemia, as
lycated albumin showed a st
The ROC curve analysis for HbATc and glycated albumin in predicting uncontrolled DM in patients with iron-deficiency gyca e. § u‘mm Sowec'a stionger
) e B L e correlation with average blood
anemia showed that glycated albumin, with a cutoff point > 16.9%, had a sensitivity of 87.2% and specificity of 75.8%. On lucose and hiaher sensitivity and
the other hand, HbA1c, with a cutoff point > 7.09%, had a sensitivity of 80.0% and specificity of 57.6%. g v 9 - Y
speificity for predicting uncontrolled
diabetes compared to HbA1c.
Zelnicketal.,  The Pearson correlations of HbA1c, glycated albumin, and fructosamine with estimated average blood glucose were similar  Glycated albumin and fructosamine
2020 ™9 both for patients without CKD (r = 0.76; r = 0.72; r = 0.63, respectively) and for those with CKD (r=0.78;r=0.78;r=0.71, were less effective than HbA1cin
respectively). monitoring glycemic control in
For patients without CKD, the values of HbA1c, glycated albumin, and fructosamine were within 10% of the value predicted  Patients with T2DMand CKD, as
by estimated average blood glucose in 78%, 52%, and 43% of the cases, respectively. they showed greater variability than
HbA1cand had f bias.
For patients with CKD, the values of HbA1c, glycated albumin, and fructosamine were within 10% of the value predicted by candnacdmore sources orblas
estimated average blood glucose in 75%, 55%, and 64% of the cases, respectively.
HbA1c, glycated albumin, and fructosamine were significantly more variable as markers for estimated average blood glucose
in patients with lower GFR.
For patients with the same estimated average blood glucose, glycated albumin and fructosamine levels were lower in those
with lower age, higher BMI, lower serum iron, lower transferrin saturation, lower serum albumin, and higher albuminuria,
while HbA1c levels were lower in those with higher albuminuria.
The change in estimated average blood glucose during the two periods was more strongly correlated with the change in
glycated albumin (r = 0.67) than with the change in fructosamine (r = 0.48) or HbA1c (r = 0.26).
Chanetal., Fructosamine correlated with mean blood glucose (r = 0.42, p = 0.002), glucose peak (r = 0.34, p=0.01), mean amplitude ~ Glycated albumin, fructosamine,
20170 of glycemic excursions (r = 0.33, p=0.01), percentage of time with blood glucose > 120 mg/dL (r = 0.40, p = 0.002), > and HbATc were equally effective

140 mg/dL (r=0.33, p=0.01), and > 200 mg/dL (r = 0.37, p = 0.006).

Glycated albumin correlated with mean blood glucose (r = 0.34, p = 0.001), glucose peak (r = 0.38, p = 0.004), AUC > 180
(r=0.33, p=10.01), glycemic standard deviation (r=0.41, p = 0.002), mean amplitude of glycemic excursions (r = 0.45,
p =0.0006), percentage of time with blood glucose > 120 mg/dL (r = 0.43, p=10.02), > 140 mg/dL (r = 0.37, p = 0.005),

and > 200 mg/dL (r = 0.43, p=0.001).

HbA1c correlated with mean blood glucose (r=0.36, p = 0.006), glycemic standard deviation (r=0.32, p = 0.02), mean
amplitude of glycemic excursions (r = 0.38, p = 0.003), percentage of time with blood glucose > 120 mg/dL (r=0.32,p=
0.02), and > 140 mg/dL (r=0.34, p=0.01).

in monitoring glycemic control in
obese adolescents with prediabetes
or T2DM.

RBAC. 2025:57(1):93-108
100



Effectiveness of fructosamine and glycated albumin tests for monitoring glycemic control in diabetes mellitus | Sousa ALL, Domingueti CP

Table 2 (continuation)

Author, Year

Results

Efficacy of glycated albumin and/
or fructosamine for monitoring
glycemic control

Fujimoto et al.,
201619

The Kendall’s T coefficients obtained were T = 0.19 between fructosamine and HbA1c (p < 0.001); T = 0.29 between
fructosamine and hyperglycemia frequency (p < 0.001); T = 0.09 between fructosamine and hypoglycemia frequency
(p=0.046); T = 0.50 between HbA1c and hyperglycemia frequency (p < 0.001); and T = 0.25 between HbA1c and

hypoglycemia frequency (p < 0.001).

For predicting hyperglycemia frequency, the fructosamine measurement showed a linear correlation coefficient of R = 0.26
(p < 0.001), while the HbA1c measurement showed a linear correlation coefficient of R = 0.513 (p < 0.001).

A 1% increase in HbA1c levels predicts a 17.2% increase (15.15—19.24%) in hyperglycemia frequency in 51.3% of cases

(p < 0.001).

AT pmol/L increase in fructosamine levels predicts a 0.29% increase (0.24—0.35) in hyperglycemia frequency in 26.5% of

cases (p < 0.001).

The fructosamine measurement showed a linear correlation coefficient of R* = 0.033 for predicting hypoglycemia frequency
(p=0.003), whereas the HbA1c measurement showed a linear correlation coefficient of R = 0.059 for predicting

hypoglycemia frequency (p < 0.001).

Only 3.3% of the variation in hypoglycemia frequency can be explained by variations in fructosamine levels, while 5.9% can
be explained by variations in HbA1c levels.

Fructosamine was less effective than
HbA1cin monitoring glycemic control
in pregnant women with T1DM,
T2DM, gestational diabetes, or overt
diabetes, as fructosamine showed a
lower correlation with the frequency
of hyperglycemia and hypoglycemia
compared to HbA1c.

Hayashi et al.,

Mean blood glucose correlated with HbA1cin patients on hemodialysis (r = 0.59, p < 0.0001) and in those without

Glycated albumin and HbATc were

2016 ™ nephropathy (r=0.40, p < 0.005). equally effective in monitoring
Mean blood glucose correlated with glycated albumin in patients on hemodialysis (r = 0.42, p < 0.01) and in those without ~9lycemic control in patients with
nephropathy (r = 0.60, p < 0.0001). T2DM on HD.

HbA1c correlated with glycemic standard deviation in patients on hemodialysis (r = 0.47, p = 0.005) but not in those
without nephropathy.

Glycated albumin correlated with glycemic standard deviation in patients on hemodialysis (r = 0.68, p=0.0001) and in
those without nephropathy (r=0.31, p = 0.05).

Both HbA1cand glycated albumin correlated with glycemic variability markers.

Konya et al., In patients with iron deficiency anemia, HbA1c levels decreased from 7.4% (5.5-8.9%) to 7.0% (5.1-8.6%) after iron Glycated albumin and fructosamine

201308 therapy (p < 0.001); however, glycated albumin, fructosamine, and estimated average glucose levels did not change after ~ were more effective than HbA1cin
iron therapy. monitoring glycemic control in patients
HbA1c levels decreased from 7.3% (5.5-9.7%) to 6.6% (5.1-8.7%) after erythropoiesis-stimulating agent therapy (p = with TZDM and CKP stages 3b or 4,
0.01); however, glycated albumin, fructosamine, and estimated average glucose levels did not change after erythropoiesis-  esPecially those with iron-deficiency
stimulating agent therapy. anemia or erythropoietin deficiency.

This is due to the higher sensitivity of
these markers in reflecting short-term
glycemic fluctuations and their lower
interference from conditions such as
anemia, which can affect HbA1c levels.

Leeetal., The AUC of the 3-day average blood glucose correlated with fructosamine (r = 0.45, p = 0.05), fructosamine corrected by Corrected fructosamine by albumin

201309 albumin (r=0.54, p=0.01), and HbA1c (r=0.51, p < 0.01). and HbA1c were equally effective

The AUC of the 3-day average blood glucose did not correlate with glycated albumin (r =-0.26, p = 0.26) or with fasting

glucose (r=10.36, p=0.08).

in monitoring glycemic control in
patients with diabetes mellitus on
PD and were more effective than
glycated albumin.

Tsutsumi et al.,
20‘]3 (20)

Mean blood glucose correlated with HbATc (r = 0.59, p=0.0052) and with glycated albumin (r = 0.58, p = 0.0055).

Glycated albumin correlated with markers of glycemic variability: glycemic standard deviation, AUC for glucose levels > 180
mg/dL, TAR > 180 mg/dL, J-index, elevated glycemia index, degree of dissociation from the ideal glucose level, and glycemic

control index.

HbA1c correlated with glycemic variability markers: AUC for glucose levels > 180 mg/dL, TAR > 180 mg/dL, elevated

glycemia index, and degree of dissociation from the ideal glucose level.

Glycated albumin and HbATc were
equally effective in monitoring
glycemic control in patients with
T1DM.
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Table 2 (continuation)

Author,Year  Results

Efficacy of glycated albumin and/
or fructosamine for monitoring
glycemic control

Vosetal,, 2012 Mean blood glucose correlated with glycated albumin in patients without CKD (r = 0.49, p < 0.05) and in those with CKD (r
@ =0.54,p <0.01).
Mean blood glucose correlated with fructosamine in patients without CKD (r = 0.4, p < 0.05) and in those with CKD (r =
0.56,p < 0.01).
Mean blood glucose correlated with HbA1c in patients without CKD (r = 0.66, p < 0.001) but not in those with CKD
nephropathy (r=0.38, p = 0.07).

Glycated albumin and fructosamine
were more effective than HbATc

in monitoring glycemic control in
patients with diabetes and CKD, as
they correlated with mean blood
glucose.

HbA1c correlated with the 4-week fasting mean blood glucose (R = 0.68, adjusted R* = 0.46, p < 0.0001) and with the
4-week postprandial (1and 2 hours after breakfast) mean blood glucose (R = 0.58, adjusted R = 0.31, p < 0.0001).

Glycated albumin correlated with the 4-week fasting mean blood glucose (R = 0.51, adjusted R = 0.26, p < 0.0001)
and with the 4-week postprandial (1 and 2 hours after breakfast) mean blood glucose (R = 0.74, adjusted R* = 0.52,
p < 0.0001).

Multivariate regression analysis demonstrated that fasting blood glucose is the strongest predictor of HbA1c, while
postprandial blood glucose is the strongest predictor of glycated albumin.

Sakuma et al.,
2011 @

Glycated albumin and HbATc were
equally effective in monitoring
glycemic control in patients with
T2DM.

Park et al.,
2009 (23)

The correlation coefficients between HbATc and the weighted mean blood glucose over 3 months, 2 months, and 1 month in
patients without CKD were 0.735 (0.543—0.854), 0.766 (0.592—0.872), and 0.783 (0.618—0.882), respectively.

The correlation coefficients between glycated albumin and the weighted mean blood glucose over 3 months, 2 months, and
1 month in patients without CKD were 0.640 (0.402—0.796), 0.641 (0.404—0.797), and 0.677 (0.457—0.820), respectively.

The correlation coefficients between HbATc and the weighted mean blood glucose over 3 months, 2 months, and 1 month in
patients undergoing HD were 0.625 (0.457-0.750), 0.597 (0.422-0.730), and 0.568 (0.385-0.709), respectively.

The correlation coefficients between glycated albumin and the weighted mean blood glucose over 3 months, 2 months, and
1 month in patients undergoing HD were 0.713 (0.574—0.812), 0.691 (0.544—0.796), and 0.682 (0.532—0.790), respectively.

The slope of the simple linear regression equation between HbA1c and the weighted mean blood glucose over 3 months, 2
months, and 1 month in patients undergoing HD was 0.014 (0.010-0.018), 0.014 (0.009—0.018), and 0.012 (0.008-0.017),
respectively. In patients without CKD, the corresponding slopes were 0.032 (0.024—0.040), 0.031(0.024—-0.038), and 0.029
(0.022-0.035), with a significant difference between the two groups (p = 0.001, 0.001, and <0.001, respectively).

The slope of the simple linear regression equation between glycated albumin and the weighted mean blood glucose
over 3 months, 2 months, and 1 month in patients undergoing HD was 0.090 (0.066—0.115), 0.089 (0.064—0.114), and
0.080 (0.055—0.104), respectively. In patients without CKD, the corresponding slopes were 0.147 (0.111-0.184), 0.141
(0.106-0.176), and 0.130 (0.097-0.162), with no significant difference between the two groups (p = 0.224, 0.335, and
0.139, respectively).

Glycated albumin was more effective
than HbA1cin monitoring glycemic
control in HD patients, as glycated
albumin correlated better with the
weighted average blood glucose of
the past 3 months than HbA1c.

Inabaetal.,
2007 (24)

Mean blood glucose correlated with glycated albumin (r = 0.539, p < 0.001) and HbA1c (r = 0.520, p < 0.001) in patients
with DM undergoing hemodialysis (HD).

Mean blood glucose also correlated with glycated albumin (r = 0.498, p < 0.001) and HbA1c (r = 0.630, p < 0.001) in
patients with DM without CKD.

The linear regression slope between HbATc and mean blood glucose was significantly lower in patients with DM undergoing
HD than in those with DM without CKD (p < 0.001). In contrast, the regression slope between glycated albumin and mean
blood glucose did not differ significantly between these groups (p = 0.10).

Patients with DM undergoing HD were categorized into four groups based on HbATc values: Excellent (< 6.0%): 307 patients
(57.1%); Good (6.0—7.0%): 128 patients (23.7%); Fair (7.0—8.0%): 65 patients (12.1%); Poor (> 8.0%): 38 patients (7.1%).
Similarly, patients with DM undergoing HD were categorized based on glycated albumin values: Excellent (< 18.0%): 152
patients (28.3%); Good (18.0—21.0%): 106 patients (19.7%); Fair (21.0—24.0%): 84 patients (15.6%); Poor (> 24.0%): 196
patients (36.4%); The proportions of glycemic control categories based on HbA1c differed significantly from those based on
glycated albumin (p < 0.001).

HbA1c correlated with the weekly dose of erythropoietin (r = 0.159, p < 0.001) in patients with T2DM undergoing HD,
whereas glycated albumin did not show a significant correlation (r = 0.055, p = 0.201).

Mean blood glucose and glycated albumin did not differ significantly between patients with T2DM undergoing HD who
received erythropoietin and those who did not. However, HbA1c was significantly lower in patients receiving erythropoietin
than in those not receiving it (p < 0.05).

Glycated albumin was more effective
than HbA1cin monitoring glycemic
control in patients with T2DM on

HD, as glycated albumin showed no
significant changes in regression
slopes for patients on hemodialysis
and without nephropathy, and was
not affected by anemia resulting from
erythropoietin deficiency.
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Table 2 (continuation)

Efficacy of glycated albumin and/

Author, Year  Results or fructosamine for monitoring
glycemic control

Chujoetal., HbA1¢ correlated with mean blood glucose in pre-dialysis patients (r = 0.47, p < 0.0005), dialysis patients (r=0.42, p < Glycated albumin was more effective

2006 ) 0.01), and patients without CKD (r = 0.67, p < 0.0001). than HbA1cin monitoring glycemic
The regression line slope for patients with advanced CKD (both pre-dialysis and dialysis) was lower when compared to control in patients with di.abetes and
patients without CKD, and a significant difference was observed (p = 0.045) among the three regression slopes in the ESCKD, a glycated aIbu.mm showed
analysis of variance. This indicates that in patients with advanced CKD, HbA1c levels were lower than those predicted by no significant changes in regression
mean blood glucose. slopes for patients with ESCKD and
Glycated albumin correlated with mean blood glucose in pre-dialysis patients (r = 0.56, p < 0.0001), dialysis patients (r = vithout CKD.
0.50, p < 0.0005), and patients without CKD (r = 0.68, p < 0.0001). No significant difference was observed among the three
regression slopes in the analysis of variance.

Cefaluetal., The 4-month fasting mean blood glucose correlated with fructosamine (r=0.79, p < 0.001) and with HbATc (r=0.78,  Fructosamine and HbA1c were

1989 @0 p <0.001). equally effective in monitoring

The mean capillary blood glucose from continuous glucose monitoring (CGM) correlated with fructosamine (r = 0.66, p <

0.001) and with HbATc (r=0.74, p < 0.001).

glycemic control in patients with
T2DM.

T1DM =Type 1 Diabetes mellitus; T1DM =Type 2 Diabetes mellitus; GDM = Gestational Diabetes mellitus; DM = Diabetes mellitus; PD = Peritoneal dialysis; CKD = Chronic kidney disease; ECSKD = End-stage chronic
kidney disease; HbA1c = Glycated hemoglobin; HD = Hemodialysis; CGM = Continuous glucose monitoring; GFR = Glomerular filtration rate; BMI = Body mass index; TAR = Time above range; TBR =Time below

range; TIR =Time in range; AUC = Area under the curve.

Among the 6 studies®'°1117.2324 (31,6%) that evaluated
patients on hemodialysis (HD), 4 studies%'"%2% (66.7%)
found greater efficacy of GA compared with HbA1c, and in
2 studies®'” (33.3%), GA showed equal efficacy to HbA1c.
Only 1 study“® (5.3%) evaluated patients on peritoneal
dialysis (PD) and found that fructosamine corrected by GA
and HbA1c was equally effective in glycemic monitoring.
Among the 4 studies*'82125 (21.0%) that evaluated CKD, 3
studies!®212% (75.0%) observed greater efficacy of GA and
fructosamine for glycemic monitoring when compared with
HbA1c, while 1 study®™ (25.0%) found lower efficacy of GA
and fructosamine relative to HbA1c.

Among the 2 studies®®'® (10.5%) that evaluated pregnant
women, 1 study® (50.0%) found that GA showed greater
efficacy in glycemic monitoring when compared with
HbA1c. Meanwhile, the other study® (50.0%) observed that
fructosamine was less effective than HbA1c. The presence
of iron deficiency anemia or erythropoietin deficiency was
evaluated by 3 studies>'824 (15.9%), and all of them (100.0%)
found that GA and fructosamine were more effective in
glycemic monitoring when compared with HbATc.

Among the 5 studies!'>'5202220 that evaluated patients
withT1DM or T2DM without clinical conditions that interfere
with the HbA1c test, 4 studies®?%?229(80.0%) found that GA

and/or fructosamine were as effective as HbA1c for glycemic
monitoring, and 1 study!? (20.0%) observed greater efficacy
of GA for glycemic monitoring when compared with HbA1c.

Regarding the risk of bias, the quality assessment of the
articles included in the systematic review demonstrated that
all studies®2® presented a high risk of bias for the index test
topics. The results of the index tests (fructosamine, GA, and
HbA1c) were interpreted with prior knowledge of the reference
standard results (glycemic monitoring), and the cutoff points
used were not pre-defined. Additionally, there was a risk of
bias in flow and timing, because although the index test
and reference standard were evaluated simultaneously, the
reference standard differed between studies.

Conversely, all articles®?® showed a low risk of bias
for patient selection topics, as patients were included
consecutively or randomly, all studies were cohort studies,
and no inappropriate exclusions were made. The reference
standard also presented a low risk of bias, as it enabled correct
evaluation of glycemic monitoring and was interpreted
without prior knowledge of the index test results.

Regarding applicability, the quality assessment
demonstrated that all studies®? presented a high risk for
the "reference standard" topic, as the reference standard was
interpreted using different cutoff points. For the "patient
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selection" topic, 11 studies® 1011 14.1719.21,23-25) hresented a
high risk, as the patients had dialytic or non-dialytic CKD,
which can interfere with fructosamine and GA tests, while 8
studies®1213.1516.20.22.26) hresented a low risk, as the patients
did not have clinical conditions that could interfere with
these tests.

Regarding the "index test" topic, 16 studies® 1012 14-26)
presented a low risk because they employed appropriate

Evaluation of the quality of studies according to the QUADAS-2 tool.”

methodologies for HbA1c measurement (HPLC or
immunoturbidimetry). In contrast, 2 studies"'® presented
a high risk due to the use of inadequate methodologies
(colorimetric method or capillary electrophoresis), and
1 study® had an uncertain risk, as it did not report the
methodology used for HbA1c measurement.

Table 3 presents the quality assessment of the studies
conducted using the QUADAS-2 tool.”

Author, Year Risk of Bias Applicability
Patient Selection Index Test Reference Flowand Timing Patient Selection Index Test Reference
Standard Standard

Hayashi et al., 2023 © B A B A A ? A
Toft etal., 2022 © B A B A B B A
Divani et al., 2021 1 B A B A A B A
Martino etal., 2021 " B A B A A A A
Desouza et al., 2020 2 B A B A B B A
Mahgoob e Moussa, 2020 B A B A B A A
Zelnick et al., 2020 B A B A A B A
Chanetal., 2017 ™ B A B A B B A
Fujimoto et al., 2016 19 B A B A B B A
Hayashi etal., 2016 ™ B A B A A B A
Konya etal., 2013 1 B A B A A B A
Leeetal., 20131 B A B A A B A
Tsutsumi et al., 2013 @ B A B A B B A
Vosetal., 2012 @) B A B A A B A
Sakuma etal., 2011 @ B A B A B B A
Park et al., 2009 % B A B A A B A
Inaba etal., 2007 @ B A B A A B A
Chujo et al., 2006 » B A B A A B A
Cefalu et al., 1989 @@ B A B A B B A

B — Low risk; A — High risk; ? — Uncertain risk 7.
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DISCUSSION

The studies included in this systematic review observed
that fructosamine and GA, in general, show efficacy similar
to HbA1c for monitoring glycemic control in patients with
T1DM or T2DM who do not present clinical conditions that
interfere with HbA1c measurement. Tsutsumi et al. (2013)
29 demonstrated that the correlations of mean glucose
with HbA1c (r = 0.59, p = 0.0052) and with GA (r = 0.58, p
= 0.0055) were similar in patients with T1DM. Cefalu et al.
(1989)2° found strong correlations between the 4-month
mean fasting glucose and fructosamine (r=0.79, p < 0.001)
or HbA1c (r=0.78, p < 0.001), and between mean capillary
glucose from CGM and fructosamine (r = 0.66, p < 0.001) or
HbA1c (r = 0.74, p < 0.001) in patients with T2DM. Chan et
al. (2017)"also observed a good correlation between mean
glucose and fructosamine (r=0.42, p=0.002), GA (r=0.34,p
=0.001),and HbA1c (r=0.36, p =0.006) in obese adolescents
with prediabetes or T2DM.

Sakuma etal. (2021)? also observed that HbA1cand GA
correlated with the 4-week mean fasting glucose (HbA1c:R=
0.68, adjusted R2=10.46, p < 0.0001; GA:R=0.51, adjusted R?
=0.26, p <0.0001) and with the 4-week mean glucose 1 and 2
hours after breakfast (HbA1c:R=0.58, adjusted R?=0.31,p <
0.0001; GA:R=0.74, adjusted R?=0.52, p < 0.0001) in patients
with T2DM. They also demonstrated that fasting glucose is
the strongest predictor of HbA1c, while postprandial glucose
is the strongest predictor of GA in these patients. Desouza
et al. (2020),"'2 in turn, found a better correlation between
GA and mean glucose (r = 0.481) than between HbA1c and
mean glucose (r = 0.233) during the first 3 months of the
study in patients with TIDM or T2DM with poor glycemic
control (HbA1c between 7.5% and 12.0%) whose treatment
had been modified aiming for better glycemic control, with
the difference between correlations being 0.249 (0.130 -
0.367) (p < 0.0001). The authors also observed that Kendall
correlations, which analyze the direction of change in glycemic
indices, were higher between GA and mean glucose (0.341)
than between HbA1c and mean glucose (0.160), with a
difference between correlations of 0.181 (0.096 - 0.265) (p <
0.0001).These findings demonstrate that GA is an interesting
marker to quickly evaluate the effect of treatment changes
on glycemic control in patients with T1IDM or T2DM.

Given the similar efficacy between HbA1c and GA and
fructosamine tests for monitoring glycemic control in patients
withT1DM or T2DM who do not have conditions that interfere
with the HbA1c test, HbA1c should be routinely used for

long-term monitoring of glycemic control in these patients,
according to the recommendations of the Brazilian Diabetes
Society (2022).2” Fructosamine and GA tests can be used in
situations where short-term glycemic control assessment is
necessary, such as preoperative care, initiation of treatment,
or therapy changes, since fructosamine reflects the average
glucose of the last 2 to 3 weeks.”

In patients with CKD, the increase in uremic products leads
to areduction in the lifespan of red blood cells. Additionally,
kidney damage affects the production of erythropoietin,
consequently leading to a low production of red blood
cells. As a result, there is a lower amount of hemoglobin in
systemic circulation, which falsely reduces HbA1c levels, as
fewer red blood cells will be available to bind to glucose.
@8 Moreover, patients with CKD present an inflammatory
state, which results in bone marrow resistance to the action
of erythropoietin. This inflammatory state also promotes
an increase in the production of hepcidin, a peptide that
inhibits intestinal iron absorption and the mobilization of
iron from the reticuloendothelial system, resulting in absolute
or functional iron deficiency, respectively, and anemia.®?%2

Most studies included in this systematic review, which
evaluated patients with Diabetes mellitus (DM) with non-
dialysis or dialysis CKD, found that fructosamine and GA
are more effective than HbA1c for monitoring glycemic
control. Vos et al. (2012)?" observed that GA (r = 0.54, p <
0.01) and fructosamine (r = 0.56, p < 0.01) correlated with
mean blood glucose levels in CKD patients; however, HbA1c
did not show a significant correlation with mean blood
glucose levels in these patients (r = 0.38, p = 0.07). Park et
al. (2009)® also found that GA correlated better with the
weighted average of 3-month blood glucose levels than
HbA1c in patients on HD.

Chujo et al. (2006)?* observed that both HbA1cand GA
correlated with mean blood glucose levels in pre-dialysis,
dialysis, and non-CKD patients. However, the slope of the
regression line in the variance analysis for HbA1c was lower for
pre-dialysis and dialysis patients than for non-CKD patients,
indicating that HbA1clevels were lower than those indicated
by mean blood glucose in CKD patients. Conversely, there
was no significant difference among the three regression
slopes in the variance analysis for GA. Inaba et al. (2007)2
also found that the slope of the linear regression between
HbA1c and mean blood glucose was lower in patients on
HD compared to those without CKD (p < 0.001), whereas the
slope between GA and mean blood glucose did not differ
significantly between the two groups (p = 0.10).
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Divani et al. (2021)"9 also demonstrated that GA was
more accurate than HbA1c in detecting time in range <
50% and time above target > 15% in patients with T1DM
or T2DM on HD. Martino et al. (2021)"" observed that GA
showed a greater predictive ability for early detection of
glycometabolic alterations compared to HbA1c. In patients
with erythropoietin deficiency, Konya et al. (2013)"® found
that HbA1clevels significantly decreased after therapy with
an erythropoiesis-stimulating agent, while no changes were
observed in fructosamine and GA levels. Inaba et al. (2007)
2% also demonstrated that HbA1c was significantly lower in
HD patients receiving erythropoietin compared to those
not receiving erythropoietin, whereas GA did not differ
significantly between the two groups.

Hayashi et al. (2016)"” and (2023)"® observed that GA
and HbA1c were equally effective for monitoring glycemic
controlin HD patients. Lee et al. (2013)"*demonstrated that
fructosamine corrected for albumin and HbA1c were equally
effective in monitoring glycemic control in PD patients, but
both were more effective than GA. The greater efficacy of
fructosamine corrected for albumin compared to GA can be
explained by the fact that GA levels are affected by albumin
loss in urine, and this interference can be minimized by
dividing fructosamine levels by albumin levels."”

Conversely, Zelnick et al. (2020) found that GA and
fructosamine were less effective than HbA1c for monitoring
glycemic control in T2DM patients with CKD, as they exhibited
greater variability than HbA1c and more sources of bias. This
may be due to the fact that fructosamine and GA reflect short-
term glycemic control and are more influenced by the use of
medications and recent medical interventions than HbA1c.
(9 Nonetheless, these authors observed that the correlations
between HbA1c, GA, and fructosamine with estimated mean
blood glucose were similar for both non-CKD patients (r =
0.76; r = 0.72; r = 0.63, respectively) and CKD patients (r =
0.78;r=0.78;r = 0.71, respectively).

Iron deficiency anemia is one of the most common
deficiencies in developing countries, predominantly affecting
women and children.®® Iron deficiency in the body arises
from nutritional deficiency and insufficient storage, excessive
loss, or inadequate utilization of this trace element.®" Iron
deficiency anemia can result in a false increase in HbA1c
levels, as the lack of iron in the body can lead to terminal
glycation of proline, altering the structure of red blood cells,
reducing their renewal rate, and causing them to remain in the
plasma longer, exposed to glucose binding. Additionally, iron
deficiency may induce peroxidation and accelerate glycation,

leading to increased HbA1c levels in patients with or without
diabetes who have iron deficiency anemia.®?

Both studies included in this systematic review, which
evaluated patients with diabetes and iron deficiency anemia,
found that fructosamine and GA are more effective than
HbA1c for monitoring glycemic control. Mahgoob and
Moussa (2020)"® observed that average blood glucose
correlated with GA but not with HbA1c in patients with
iron deficiency anemia, and GA showed greater sensitivity
and specificity for predicting uncontrolled diabetes in these
patients compared to HbA1c. Konya etal. (2013)"®also found
that in patients with iron deficiency anemia, HbA1c levels
significantly decreased after iron therapy, while fructosamine
and GA levels remained unchanged.

Therefore, in clinical situations where there is an alteration
in the quantity or lifespan of red blood cells, such as dialytic
or non-dialytic CKD and iron deficiency anemia, leading to
misinterpretations of HbA1c, alternatives like fructosamine
and GA are necessary for monitoring glycemic control in
individuals with T1IDM or T2DM.

In pregnant women, various metabolic changes occur
during the first weeks of gestation, the most significant of
which isinsulin resistance. These modifications are attributed
to various humoral factors of maternal and placental origin
that aim to increase the demand for nutrients for the fetus.®
Additionally, there is an increase in blood volume, resulting
in hemodilution and physiological anemia, leading to a false
reduction in HbA1clevels.>¥Due to increased hematopoiesis
and blood volume, glucose is diluted in the blood, reducing
fasting glucose levels. Given these alterations in glycemic
and HbA1c levels throughout pregnancy and the lack of
established reference values for HbA1c levels for each
gestational trimester, HbA1cis limited in monitoring glycemic
control during pregnancy.®?

In pregnant women with pregestational diabetes, Toft et
al. (2020)® observed that GA was more accurate than HbA1cin
detecting time in range < 70% and time above target > 25%.
However, Fujimoto et al. (2016)"® found that fructosamine
had a lower correlation with the frequency of hyper- and
hypoglycemia than HbA1c in pregnant women with T1DM,
T2DM, gestational Diabetes mellitus (GDM), or overt diabetes.

Given the limitations of using HbA1c for glycemic
monitoring during pregnancy, the Brazilian Diabetes Society
(2023)5% recommends that pregnant women perform self-
monitoring of blood glucose until delivery. Pregnant women
with pregestational diabetes should measure capillary blood
glucose before and one hour after the three main meals and at
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bedtime. Those with GDM undergoing non-pharmacological
treatment should measure glucose levels while fasting
and one hour after the main meals, while those receiving
pharmacological treatment should measure glucose levels
before and one hour after the main meals. These measures aim
to monitor blood glucose, preventing severe hypoglycemic
events, as well as to assess treatment efficacy and adherence,
which cannot be adequately evaluated by HbA1c, since it
provides retrospective data on average glucose levels but
does not assess glycemic variability throughout the day.®¥

Regarding the methods used for glycemic monitoring
assessment, most studies®'°12222529included in this systematic
review used CGM or capillary blood glucose self-monitoring,
asthese are the best methods for evaluating glycemic control
and variations in patients with Diabetes mellitus.** Only three
studies"?2% did not use these methods to assess glycemic
monitoring. However, all three studies evaluated patients'
blood glucose at least three different times over a minimum
period of two months.

Regarding the method used forHbA1cmeasurement, most
studies employed high-performance liquid chromatography
(HPLC) orimmunoturbidimetry, which are standardized and
recommended methods for HbA1c measurement.®* For GA
measurement, enzymatic,immunoturbidimetric, colorimetric,
ELISA, and liquid chromatography methods were used, while
enzymatic and colorimetric methods were employed for
fructosamine measurement. These methods are precise and
appropriate for performing these assays.”

The articles included in this systematic review showed
significant diversity in the clinical characteristics of the
patients. While some studies included patients with TIDM
or T2DM who did not have clinical conditions that interfere
with HbA1c measurement, others included patients with
diabetes who had conditions that could affect HbA1c
results, such as dialysis-dependent or non-dialysis chronic
kidney disease, iron-deficiency anemia, and pregnancy.
Additionally, there was considerable variation among studies
in terms of patient age range, the method used for blood
glucose monitoring, and the statistical analysis methodology
applied to the results. The quality assessment of the articles
included in this systematic review demonstrated that all
studies presented a high risk of bias in the index test and
flow and timing domains, as well as a high applicability
risk in the reference standard domain. This was due to the
absence of predefined cutoff points for fructosamine and GA,
differences in the reference standards used among studies,
and the interpretation of results using varying cutoff values.

These challenges represent limitations of the present study,
preventing the performance of meta-analyses.
Itisimportant to highlight that the QUADAS-2 tool” was
developed to assess the risk of bias in diagnostic accuracy
studies. However, the studies included in this systematic
review aimed to evaluate the efficacy of GA and fructosamine
tests for monitoring glycemic control in patients previously
diagnosed with Diabetes mellitus. In the absence of a specific
tool to assess the quality of studies focused on glycemic
control monitoring, we chose to use the QUADAS-2 tool
despite its limitations for this purpose, which may have
contributed to a high risk of bias in certain domains.

FINAL CONSIDERATIONS

Fructosamine and GA show similar efficacy to HbA1c
in monitoring glycemic control in patients with TIDM or
T2DM who do not have clinical conditions that interfere
with HbA1c measurement. It is recommended that HbA1c
be used for long-term glycemic control monitoring in these
patients, following national and international guidelines, and
that fructosamine and GA tests be employed in situations
where short-term glycemic control assessment is necessary.

Conversely, fructosamine and GA are more effective than
HbA1c for monitoring glycemic control in patients withT1DM
or T2DM who have clinical conditions that alter the quantity
or lifespan of red blood cells, such as dialysis and non-dialysis
chronic kidney disease and iron deficiency anemia. In these
cases, itis recommended to use fructosamine or AG tests for
glycemic monitoring.
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Resumo

A partir de 2022, o EUCAST validou o teste rapido de sensibilidade aos antimicrobianos diretamente do frasco de hemocultura positiva (RAST) para
tempo de incubacao estendido. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do teste em hemoculturas positivas para Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, ap6s 16-20 horas de incubacdo, por meio de comparagdo com o antibiograma convencional realizado. O estudo demonstrou que o RAST
pode ser util na rotina de um laboratério de microbiologia com pouco acesso a automacéo, diminuindo em 1 dia o tempo para obtencao do resultado
do antibiograma.

Palavras-chave: Antibacterianos. Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae. Testes de Sensibilidade Microbiana

Abstract

Since 2022 EUCAST has developed a method for rapid antimicrobial susceptibility testing directly from positive blood culture bottles (RAST) for extended
incubation time. The objective of this study was to evaluate the performance of the test in blood cultures positive for Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae, after 16 to 20 hours of incubation, by comparison with the conventional antimicrobial test that was performed. The study demonstrated
that RAST can be useful in the routine of a microbiology laboratory with little access to automation, reducing the time to obtain the result by 1 day.
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INTRODUCAO

O laboratério de microbiologia clinica tem grande impor-
tancia no diagnéstico das infeccoes de corrente sanguinea
(ICS). A decisdo definitiva de qual antimicrobiano devera
ser usado, apds o inicio de terapia empirica, é baseada no
resultado de testes de sensibilidade in vitro, mediante o
crescimento bacteriano nas culturas de rotina.” O uso de
metodologias mais rapidas tem o potencial de reduzir o
tempo de terapia empirica e de inicio de terapia especifica
com antimicrobianos sensiveis in vitro, podendo prevenir a
emergéncia e disseminacao de cepas resistentes, reduzindo
os custos hospitalares e a mortalidade.??

A metodologia de disco-difusao é uma metodologia clds-
sica muito usada na realizacao do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA).” O método é simples, de baixo custo,
reproduzivel, permitindo a testagem de varios antibioticos
ao mesmo tempo.? No entanto, o TSA requer um inéculo
definido a partir de uma cultura pura e incubacao overnight,®
levando-se pelo menos 2 dias para a obtencao do resultado a
partir da sinalizacao da hemocultura como positiva.?

Neste contexto, em novembro de 2018, o EUCAST (Euro-
pean Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing)
padronizou o teste rapido de sensibilidade aos antimicro-
bianos (RAST), que pode ser realizado diretamente do frasco
de hemocultura positiva com leitura apds 4, 6 e 8 horas de
incubacado.® No entanto, o teste estava limitado a laboratérios
de microbiologia capazes de identificar a bactéria dentro
desse tempo, uma vez que a interpretacdo do teste é reali-
zada de acordo com a bactéria. A partir de 2022, o EUCAST
RAST foi validado também para 16-20 horas de incubacao,
mediante critérios de leitura e interpretacao especificos,
em situagdes em que a leitura apos incubacao menor nao
pode ser realizada, de acordo com a logistica e limitagdes
do laboratério de microbiologia.®”

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do
RAST na rotina laboratorial, diretamente em amostras de
hemocultura positivas para Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae apés 16-20 horas de incubagao, por meio de compa-
racdo com o antibiograma convencional realizado a partir
do crescimento bacteriano em meio sélido.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado no setor de microbiologia do

laboratério do Hospital Julia Kubitschek (HJK). HIK é um
hospital geral, publico, de abrangéncia regional e que faz

parte do complexo de especialidades da Fundacao Hospitalar
do Estado de Minas Gerais (FHEMIG).

Trata-se de um trabalho descritivo e comparativo para
avaliar o desempenho do RAST em comparagdo com o método
de disco-difusao padrao (método padrao) utilizado na rotina.
Foram incluidas amostras de hemocultura positivas para E.
coli e K. pneumoniae. O trabalho foi aprovado no comité de
ética e pesquisa da FHEMIG, CAAE 74524523.6.0000.5119.

Os frascos de hemocultura (Bactec Plus aerébico, Bactec
Plus anaerébico e Bactec Plus pediatrico, Beckton-Dickin-
son, USA) foram incubados no equipamento BD BACTEC
FX a 35°C (Beckton-Dickinson, USA). Os frascos positivos
foram removidos e corados pela metodologia de Gram. A
positividade da cultura e o resultado da coloracao de Gram
foram comunicados aos clinicos pelo setor de microbiologia,
conforme protocolo ja estabelecido na instituicdo.

A metodologia RAST foi realizada de acordo com o
protocolo do EUCAST,® com a modificagdo no volume uti-
lizado,””? em que 250ul do meio liquido da hemocultura
positiva foram semeados por estriamento em placa de dgar
Mueller-Hinton 150mm (Plastlabor’, Rio de Janeiro, Brasil),
assegurando-se a distribuicdo uniforme do inoculo. Os seguin-
tes discos de antimicrobianos foram colocados: amicacina 30
Mg, gentamicina 10ug, imipeném 10ug, meropeném 10ug,
sulfametoxazol-trimetoprima 23,75-1,25ug, ciprofloxacina
5ug, piperacilina-tazobactam 30/6pug e cefotaxima 5ug. As
placas foram incubadas a 35+1°C.

Como aidentificacao bacteriana deve ser realizada antes
daleitura do RAST, uma vez que a interpretacéo é especifica
para cada espécie, o meio liquido da hemocultura positiva
foi semeado também em agar cromogénico CHROmagar
Orientation (Plastlabor’, Rio de Janeiro, Brasil).

Ap6s 16-20 horas de incubacgao, caso o meio cromogé-
nico indicasse crescimento de E. coli ou de K. pneumoniae,
a leitura da placa do RAST era realizada visualmente pelos
microbiologistas, por meio da medicao dos halos. A placa
de meio cromogénico foi também utilizada como meio pri-
mario para a realizacdo das provas bioquimicas tradicionais
de identificacdo bacteriana e do antibiograma pelo método
padrao (MP), segundo o documento anual do BrCAST (Bra-
zilian Committee on Antimicrobial susceptibility Testing).®

O nivel de concordancia foi avaliado por meio de coe-
ficiente kappa (k), utilizando-se o software epitools.ausvet.
com.au/comparetwotests. Os erros encontrados foram clas-
sificados da seguinte forma: muito importante (método
padrao resistente e RAST sensivel), importante (método
padrao sensivel e RAST resistente) e menor (reportado como
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sensivel aumentando a exposicao por um método e sensivel
ou resistente por outro). Alguns didametros foram também
classificados como “area de incerteza técnica (AIT)" e foram
excluidos da analise.

As recomendacdes do U.S Food and Drug Adminstration
(FDA) foram usadas na aprovacao do teste: concordancia
>90%, erro muito importante <1,5%, erro importante 3,0%
e erro menor <10%).@

O controle de qualidade (CQ) dos discos de antimicro-
bianos e dos meios de cultura foi realizado de acordo com
a padronizacao anual do BrCAST (Suspensao 0,5 McFarland
com 16-20 horas de incubagao a 35+1°C).®

Para calibrar e validar o protocolo RAST, o CQ foi realizado
em dias consecutivos, inoculando-se TmL de suspensao
bacteriana contendo 100-200 UFC (0,5 McFarland diluida a
1:1.000.000) da cepa de E. coli ATCC 25922 em um frasco de
hemocultura com 5mL de sangue estéril. Os frascos inocu-
lados foram incubados no equipamento e processadas pelo
RAST, quando sinalizados como positivos.©?

Comparacao entre 0 RAST com leitura em 16-20 horas e 0 método padrao (MP)

RESULTADOS

De agosto de 2023 a janeiro de 2024, foram 47 amostras
de hemoculturas positivas com bastonetes Gram-negativos.
Foram excluidas da analise 14 amostras nas quais houve o
isolamento de outras Enterobacterales (6/14), bastonetes Gram-
-negativos ndo fermentadores (6/14) e cultura mista (2/14). Foi
incluido um total de 33 amostras, das quais 22 (66,7%) foram
identificadas como E. colie 11 (33,3%) como K. pneumoniae.

Quando comparada ao método padrao, aamicacinaea
piperacilina-tazobactam foram os antimicrobianos que apre-
sentaram menor concordancia kappa e maior porcentagem de
erros muito importantes, 6,1 e 6,2%, respectivamente. Outro
erro importante foi encontrado para a gentamicina (3%). Para
o meropeném, houve apenas 1 erro menor, relacionadoa uma
cepa categorizada como sensivel, aumentando a exposicao
no método padrao, com resisténcia no RAST. Para os demais
antimicrobianos testados nao foram encontrados erros, de
acordo com Tabela 1.

Perfil de sensibilidade Niimero (%) de:
Antimicrobiano Método AIT Kappa
S I R EMI El EM
Amicacina RAST 28 0 8 0
[
n=33 MP 26 0 7 0 0,798 2(6,1%) 0 0
Imipeném RAST 29 0 4 0
n=33 MP 29 0 4 0 ! 0 0 0
Meropeném RAST 29 0 4 0 0
n=33 MP 29 1 3 0 0,86 0 0 1(3%)
Sulfazotrem RAST 17 0 16 0 . 0 0 0
n=33 MP 17 0 16 0
Ciprofloxacino RAST 18 0 10 5 1 0 0 0
n=28 MP 18 0 10 0
Cefotaxima RAST 18 0 14 1
n=32 MP 18 0 14 0 ! 0 0 0
PIP-TAZ RAST 27 0 5 1 N
n=32 MP 25 0 7 0 0,796 2(6,2%) 0 0
Gentamicina RAST 27 0 6 0
0,
n=33 MP 26 0 7 0 0,504 16%) 0 0

Legenda: AlT, drea de incerteza técnica; EMI, erro muito importante; El, erro importante; EM, erro menor; PIP-TAZ, Piperacilina-Tazobactam; S, sensivel; I, sensivel aumentando a exposicdo; R, resistente.
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DISCUSSAO

O antibiograma convencional pela técnica de disco-di-
fusdo requer 2 dias de trabalho apos a sinalizacao de uma
hemocultura positiva. Nas infeccdes de corrente sanguinea
por bactérias Gram-negativas, novos testes sao necessarios
para diminuir o tempo de obtencéo de resultados microbio-
I6gicos confidveis. O escalonamento rapido é necesséario em
infeccdes por bactérias resistentes. Por outro lado, o desca-
lonamento pode permitir o uso de um antimicrobiano de
menor espectro, evitando a potencial promocéo de resisténcia
ocasionada pela pressao seletiva na microbiota.”

A metodologia EUCAST RAST realizada diretamente do
frasco de hemocultura positiva tem o potencial de diminuir
o tempo para a obtencao do resultado do teste de sensibi-
lidade. A padronizacdo do tempo de leitura estendido para
16-20 horas de incubacao permitiu a utilizacdo de um meio
cromogénico para identificar presuntivamente E. coli e K.
pneumoniae, realizando-se a leitura do RAST com os valores
de halos de inibicao para cada bactéria.

Com relacao ao imipeném, os resultados foram similares
aos encontrados por outros autores,”’ com concordancia
absoluta em 38 amostras, ap6s 16-20 horas de incubacao.
Para o meropeném foi encontrado apenas 1 erro menor,
em que o RAST classificou como resistente e o MP como
sensivel aumentando a exposicdo, em uma cepa de K. pneu-
moniae produtora de carbapenemase do tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase). A deteccédo de resisténcia ao
imipeném e ao meropeném pelo RAST também permitiu que
a pesquisa da producao de carbapenemases fosse realizada
no mesmo momento, utilizando-se método cromatografico
NG CARBA 5 (NG-Biotech’, Franca) a partir do crescimento no
meio Mueller-Hinton ou do meio cromogénico.

Nas outras 3 cepas com concordancia foram detectadas
2 cepas produtoras de KPC e 1 co-produtora de KPC e NDM
(Nova Delhi metalobetalactamase). Tais resultados mostram
que o RAST pode ser uma ferramenta util no escalonamento
de antimicrobianos.®

Alguns autores relataram erros importantesem 16 de 31
amostras para a PIP-TAZO, porém para tempos de incubagao
menores." Bianco et al. sugerem que, com tempo de leitura
estendido para 16-20 horas, ha um aumento da performance
do teste, com maior grau de concordancia, reducdo de erros
muito importantes e reducao da porcentagem de resultados
dentro da AIT. Porém, para a PIP-TAZO, o presente estudo
encontrou 2 erros muito importantes (6,2%) e o teste para

este antimicrobiano néo foi validado de acordo com os
critérios utilizados.

Para a amicacina, também foram encontrados 2 erros
muito importantes (6,1%). Outros autores nao encontraram
EMI ou El para o antimicrobiano quando o tempo de leitura
foi estendido para 16-20 horas.” Para a gentamicina, ape-
sar de grau de concordancia kappa muito bom (0,904), foi
encontrado 1 EMI (3%). Nao foram observados erros para
os outros antimicrobianos avaliados, entretanto o RAST nao
pode ser interpretado para o ciprofloxacino em 5 cepas por
estar dentro da AlT.

Um dos fatores que pode levar a resultados discordantes
é a falta de um inéculo controlado no frasco de hemocul-
tura positiva, diferentemente do TSA tradicional, no qual
é padronizado um inéculo bacteriano de 0,5 na escala de
MacFarland.”? Outros fatores como a qualidade do meio de
cultura e problemas técnicos na realizacdo da metodologia
também podem contribuir. No entanto, os resultados obtidos
neste estudo indicam que o RAST é comparavel ao método
padrdo para testar a sensibilidade ao imipeném, meropeném,
sulfametoxazol-trimetoprima, ciprofloxacino e cefotaxima.

Uma das limitagées deste estudo foi o nimero pequeno
de cepas resistentes, especialmente para os carbapenémicos
(4/33). No entanto, a partir da validacao do teste para uso
em rotina, novas amostras serao incluidas e estudos para
avaliar o impacto clinico com a realizacao do RAST poderao
ser realizados.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o RAST pode ser Util narotina
de um laboratério de microbiologia com pouco acesso a
automacao, diminuindo em 1 dia o tempo para obtencao
do resultado de um teste de sensibilidade para E. coli e K.
pneumoniae a antimicrobianos utilizados na pratica clinica,
em um hospital de grande porte. Para os antimicrobianos
que apresentaram EMI, novos estudos deverao ser realizados
com um maior nimero de amostras.

SUPORTE FINANCEIRO

A pesquisa nado recebeu financiamento para a sua
realizagao.

O presente trabalho foi realizado com o apoio dos fun-
ciondrios do setor de Microbiologia do Laboratério do HIK
e da FHEMIG.
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European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) directly
from positive blood cultures in a Brazilian regional public hospital

Teste rdpido de sensibilidade aos antimicrobianos EUCAST RAST direto do frasco de
hemocultura positiva em um hospital publico regional
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Abstract

Since 2022 EUCAST has developed a method for rapid antimicrobial susceptibility testing directly from positive blood culture bottles (RAST) for extended
incubation time. The objective of this study was to evaluate the performance of the test in blood cultures positive for Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae, after 16 to 20 hours of incubation, by comparison with the conventional antimicrobial test that was performed. The study demonstrated
that RAST can be useful in the routine of a microbiology laboratory with little access to automation, reducing the time to obtain the result by 1 day.

Keywords: Anti-Bacterial Agents. Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae. Microbial Sensitivity Tests

Resumo

A partir de 2022, o EUCAST validou o teste rapido de sensibilidade aos antimicrobianos diretamente do frasco de hemocultura positiva (RAST) para
tempo de incubacao estendido. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do teste em hemoculturas positivas para Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, ap6s 16-20 horas de incubacao, por meio de comparagao com o antibiograma convencional realizado. O estudo demonstrou que o RAST
pode ser util na rotina de um laboratério de microbiologia com pouco acesso a automacéo, diminuindo em 1 dia o tempo para obtencao do resultado
do antibiograma.
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INTRODUCTION

Clinical microbiology laboratories play a critical role
in diagnosing bloodstream infections (BSls). The choice
of antimicrobial therapy relies on the results of in vitro
antimicrobial susceptibility testing (AST) conducted after
bacterial growth in routine cultures.” Faster methods can
reduce the duration of empirical therapy and facilitate the
timely initiation of targeted therapy with antimicrobials
shown to be sensitive in vitro. This approach helps prevent the
emergence and spread of resistant strains, reduces hospital
costs, and lowers mortality rates.??

Disk diffusion is a classic and widely used method for
performing AST. Itis simple, cost-effective, and reproducible,
allowing for the simultaneous testing of multiple antibiotics.
@ However, AST requires a defined inoculum from a pure
culture, overnight incubation,?and at least two days to
provide results after a positive blood culture result.?

In November 2018, the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standardized
rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST), which can
be performed directly from positive blood cultures with
readings taken after 4, 6, and 8 hours of incubation.® Initially,
EUCAST RAST was restricted to microbiology laboratories
capable of identifying bacteria within that timeframe, as
interpretation depends on the bacterial species. In 2022,
EUCAST RASTwasfurther validated for 16 to 20 hours of
incubation with specific reading and interpretation criteria
to address situations in which shorter incubation times are
not feasible due to logistics and limitations of microbiology
laboratories.©”

The aim of the present study was to evaluate the
performance of EUCAST RAST in routine laboratory practice
by analyzing positive blood culture samples of Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae after 16 to 20 hours of incubation.
Findings were compared to conventional antibiograms
obtained from bacterial growth on solid media.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in the microbiology laboratory
at Hospital Julia Kubitschek (HJK). HJK is a public general
hospital with regional coverage and is part of the specialty
complex managed byFundacéo Hospitalar do Estado de
Minas Gerais (FHEMIG).

The aim of this descriptive, comparative study was
to evaluate the performance of EUCAST RAST compared

with disk diffusion (the standard method) used in routine
laboratory practice. Positive blood culture samples ofE.
coli and K. pneumoniae were included. The protocol for
the study was approved by the FHEMIG Human Research
Ethics Committee under certificate of ethics review (CAAE)
no. 74524523.6.0000.5119,and data collection began
following approval.

Blood culture bottles (BD BACTEC™ Plus Aerobic, BD
BACTEC™ Plus Anaerobic, and BD BACTEC™ Peds Plus;
Beckton-Dickinson, USA) were incubated at 35°C in the BD
BACTEC™ FX Blood Culture System (Beckton-Dickinson, USA).
Bottles flagged as positive were removed and subjected to
Gram staining. The results of positive cultures and Gram
staining were reported to clinicians by the microbiology
laboratory following the hospital’s protocol.

EUCAST RAST was performed following the protocol,®
with a modification in the volume used.? A total of 250 uL
of liquid medium from positive blood cultures was streaked
onto a 150 mm Mueller-Hinton agar plate (Plastlabor, Rio
de Janeiro, Brazil) to ensure uniform inoculum distribution.
Antimicrobial disks of amikacin (30 ug), gentamicin (10 ug),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), co-trimoxazole
(23.75/1.25 pg), ciprofloxacin (5 pg), piperacillin-tazobactam
(30/6 pg), and cefotaxime (5 pg)were applied. Plates were
incubated at 35+1°C.

Since bacterial identification is required prior to RAST
reading due to species-specific interpretation, the liquid
medium from positive blood cultures was also inoculated
onto CHROMagar™ Orientation, a nonselective chromogenic
culture medium (Plastlabor, Rio de Janeiro, Brazil).

After 16 to 20 hours of incubation, if the chromogenic
medium indicated the growth of E. coli or K. pneumoniae, RAST
plates were read visually by microbiologists who measured the
inhibition zones. Chromogenic medium plates were also used
as the primary medium for performing traditional biochemical
tests for bacterial identification and for conducting the
antibiogram using the standard method, following the annual
guidelines by the Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST).®

The level of agreement was assessed using the kappa
(k) coefficient with the aid of the online tool available from
https://epitools.ausvet.com.au/comparetwotests. Errors
were classified as very major (standard method resistantand
RAST susceptible), major (standard method susceptible and
RAST resistant), or minor (reported as susceptible, increased
exposure by one method but susceptible or resistant by
another). Some inhibition zone diameters fell within the
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area of technical uncertainty (ATU) and were therefore
excluded from analyses.

Tests were validated based on criteria established by the
U.S.Food and Drug Administration (FDA), which require >90%
agreement, very major errors rates of <1.5%, major errors
rates of <3.0%, and minor errors rates of <10%.?

Quality control of antimicrobial disks and culture media
was performed according to the annual BrCAST guidelines,
using a 0.5 McFarland suspension with 16 to 20 hours of
incubation at 35+1°C.®)

To calibrate and validate the RAST protocol, quality control
was performed on consecutive days by inoculating 1 mLof a
bacterial suspension containing 100 to 200 colony-forming
units (CFUs) (0.5 McFarland suspension diluted 1:1,000,000)
of E. coli ATCC 25922 into a blood culture bottle with 5 mL
of sterile blood. Inoculated vials were incubated in the
instrument and processed using the RAST method once
flagged as positive.©?

Comparison between RAST with reading at 16 to 20 hours and the standard method.

RESULTS

Between August 2023 and January 2024, 47 positive
blood culture samples containing Gram-negative bacilli
were identified. Fourteen samples were excluded from
analyses due to theisolation of other Enterobacterales (6/14),
nonfermenting Gram-negative bacilli (6/14), or mixed cultures
(2/14). A total of 33 samples were included in the study, of
which 22 (66.7%) were identified as E. coliand 11 (33.3%) as
K. pneumoniae.

Amikacin and piperacillin-tazobactam demonstrated the
lowest k agreement and the highest rates of very major errors
(6.1% and 6.2%, respectively) compared to the standard method.
Another very major error was observed for gentamicin (3%).
Regarding meropenem, only one minor error was identified,
involving a strain classified as sensitive with increased exposure
by the standard method but resistant by RAST. No errors were
detected for the other antimicrobials tested.

Sensitivity profile Number (%) of
Antimicrobial (n) Method ATU Kappa
| R VME ME mE
Amikacin RAST 28 0 5 0 0798 2(61%) 0 0
—_ . . 170,
(n=33) M 2% 0 7 0
Imipenem RAST 29 0 4 0 1000 0 0 0
(n=33) M 2 0 4 0 '
Meropenem RAST 29 0 4 0 086 0 0 1 3%)
— o 0
(n=33) M 2 1 3 0
(o-trimoxazole RAST 17 0 16 0
(n=33) 1.000 0 0 0
M 17 0 16 0
Ciprofloxacin RAST 18 0 10 5 000 0 0 0
(n=28) M 18 0 10 0 ’
Cefotaxime RAST 18 0 14 1 1000 0 0 0
(n=32) M 18 0 n 0 '
Piperacillin-tazobactam RAST 27 0 5 1
n=32) 0.796 2(6.2%) 0 0
M 25 0 7 0
Gentamicin RAST 27 0 6 0 0.904 0 0 0
(n=33) M 2 0 7 '

ATU = area of technical uncertainty; | = susceptible with increased exposure; ME = major error; mE = minor error; R = resistant; S = susceptible; VME = very major error.
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DISCUSSION

Conventional disk diffusion antibiograms require two
days of work after a positive blood culture result. New
methods are needed to reduce the time needed to obtain
reliable microbiological results for Gram-negative BSls. Rapid
escalation of therapy is critical for treating infections caused
by resistant bacteria. Conversely, timely de-escalation can
enable the use of narrow-spectrum antimicrobials, thereby
reducing the risk of developing resistance by minimizing
selective pressure on the microbiota."”

If performed directly from positive blood culture bottles,
EUCAST RAST has the potential to significantly reduce the time
required to obtain AST results. Standardization of an extended
reading time to 16 to 20 hours of incubation enabled the use
of a chromogenic medium for the presumptive identification
of E. coli and K. pneumoniae, allowing RAST readings based
on inhibition zone values specific to each bacterium.

With regard to imipenem, findings were consistent with
previous research” and showed absolute agreement in 38
samples after 16 to 20 hours of incubation. For meropenem,
only one minor error was identified: RAST classified the strain
as resistant while the standard method classified it as sensitive,
increasing exposure. This occurred in a K. pneumoniae strain
producing Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). The
detection of resistance to imipenem and meropenem by
RAST also allowed KPC detection using the NG-Test CARBA
5 chromatographic assay (NG-Biotech, France) from growth
on Mueller-Hinton agar or chromogenic medium. Among the
other three concordant strains, two were identified as KPC
producers, and one was a KPC + New Delhi metallo-beta-
lactamase (NDM)co-producer. These results suggest that RAST
may be a valuable tool for guiding antimicrobial escalation.®

Some research has reported major errors in 16 out of
31 samples for piperacillin-tazobactam, but under shorter
incubation times.""% Bianco et al. suggest that extending the
reading time to 16 to 20 hours improves test performance
by increasing agreement, reducing very major errors, and
lowering the percentage of results within the ATU. Herein,
two very major errors (6.2%) were found for piperacillin-
tazobactam, and the test for this antimicrobial did not meet
the validation criteria used.

With respect to amikacin, two very major errors (6.1%)
were identified. However, other research reported no very
major or major errors for amikacin when the reading time was
extended to 16 to 20 hours.”For gentamicin, despite a very

good agreement (k = 0.904), one very major error (3%) was
observed. No errors were detected for the other antimicrobials
assessed; however, RAST results could not be interpreted for
ciprofloxacin in five strains as they fell within the ATU.

One factor that may lead to discordant results is the lack of
a controlled inoculum in positive blood culture bottles, unlike
traditional AST, which standardizes the bacterial inoculum at
0.5 on the McFarland scale.?Additional factors, such as the
quality of the culture medium and technical issues during
method execution, may also contribute. Nevertheless, the
results of this study indicate that RAST is comparable to the
standard method for testing susceptibility to imipenem,
meropenem, co-trimoxazole, ciprofloxacin, and cefotaxime.

One limitation of this study was the small number of
resistant strains, particularly for carbapenems (4/33). However,
additional samples will be included as the test undergoes
validation for routine use. Furthermore, future studies could be
conducted to assess the clinical impact ofimplementing RAST.

CONCLUSION

This study demonstrated that RAST is a valuable tool for
microbiology laboratories with limited access to automation,
thereby reducing the time required to obtain AST onE. coliand
K. pneumoniae by one day in a large hospital setting.However,
further studies with larger sample sizes are neededto validate
results for antimicrobials that showed very major errors.
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ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da legis-
lagdo, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos. Devera ser
mencionado também a aprovagio do Comité de Etica correspondente da instituicao
aqual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos, inclusive, informando,
claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos
que ndo cumpram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com o minimo
possivel de discussao ou interpretacao pessoal e acompanhados de gréficos, tabelas,
quadros eilustragdes. Os dados constantes nesses elementos gréficos, no entanto, ndo
deverdo ser repetidos integralmente no texto, evitando-se, desse modo, superposicoes.
Apenas as informagdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e resultados
alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagado com a literatura da area.
N&o deverd ser incluida uma revisdo geral sobre o assunto. A repeticao de resultados
ou informagdes ja apresentadas em outras se¢des, bem como especulagoes que nao
encontram justificativa para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverao ser concisas, fundamentadas nos resultados e na dis-
cussao, contendo dedugdes ldgicas e correspondentes aos objetivos propostos. Em
alguns casos, poderd ser incluida no item discussao, ndo havendo necessidade de
repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita, por todos
os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que podem derivar do trabalho.
Nao havendo conflitos de interesse, devera ser escrito “Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio, fomento
ou financiamento obtidos para a realizacao do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas pessoas e/
ou institui¢des que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos. No caso de 6rgaos
de fomento, ndo deverao ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo deveré ser breve e descritivo, apresentando de maneira precisa
seu conteuido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informacao foi obtida. De-
verd estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser precedido pela palavra
“Tabela’, seguida por um ntimero identificador em algarismos arabicos. A numeragao
das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir da ordem de citagdo no texto.
Serdo permitidas notas explicativas de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos
e dispostas ao final da tabela. Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos
romanos. As tabelas deverdo ser elaboradas com linhas horizontais de separacdo no
cabecalho e em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas
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também linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras e as
siglas. Nas tabelas, deverd ser empregado espacamento entrelinhas 1,5, sem qualquer
forma de tabulacdo ou recuos de paragrafos. O comprimento da tabela ndo devera
exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura méxima de 17cm. Os dados
apresentados em tabelas ndo deverao ser repetidos em graficos. As tabelas deverao
ser compostas em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado.

Devera ser evitado um nimero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustracdes que nao se enquadram no conceito de tabela sao
consideradas figuras, portanto: quadros, gréficos, desenhos, imagens e fotografias.
Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior. Deverao ainda
sernumeradas com algarismos arabicos, consecutivamente, na ordem de aparecimento
no texto e citadas como figuras. As figuras deverao ter boa resolugao (minimo de
300 dpi), ser gravadas em formato “jpg’, “tif” ou “png” e medir no minimo 12 x 17cm
e no maximo 20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser preparados
nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato “doc’, “docx” ou “xls” e ndo
como imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas
para formato MS-Excell, caso néo seja possivel converter para formato“tif". llustracoes
coloridas somente poderao ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados
apresentados nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustracdes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto.
As figuras deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao deverao ser enviados um
numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cientifico,
deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas para Uni-
formizagdo de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédica] pelo International
Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://www.icmje.org) e que pode ser
consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Verséo em Portugués)
ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviacao dos titulos dos
periédicos deverd seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nIm.gov/tsd/serials/lji.html) ou
no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Satude [Biblioteca Virtual em Saude]
(http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias
estritamente pertinentes a problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero
excessivo de referéncias numa mesma citacao. A lista das referéncias devera ser
numerada de acordo com a ordem em que os autores foram citados no texto e
nao em ordem alfabética. Deverdo ser listados somente os trabalhos consultados
e citados no texto. Citagdes de “resumo’, “dados nado publicados’, “comunicacbes
pessoais” ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas
ndo serdo aceitos como referéncias bibliogréficas. A exatidao das referéncias sera de
responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e menges no texto de informacoes colhidas em outras fontes, bem como
as referéncias bibliograficas deverao seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada Numé-
rico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter numeragao Unica e conse-
cutiva, indicada pelo niimero da referéncia em expoente e entre parénteses. Os autores
serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto, independentemente da ordem
alfabética. As referéncias citadas em legendas de tabelas e figuras deverao manter a
sequéncia com as referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais
de uma vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagées Gerais:

«Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e”
nomes;

«Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro sobre-
nome seguido da expresséo latina “et al’;

«Quando uma entidade, corporagéo, editores ou projetos editoriais assumirem
a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indicados/ tratados
como autores;

« Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o tltimo sobrenome,
sem particulas de ligacdo como “de” ou “da”;

«  Sobrenomes duplos, com hifens ou apdstrofos ou que formem uma expressao
deveréo ser indicados em seu conjunto;

«  Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho), deverao
ser indicados apds os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagées:

«  Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji® mudaram a denominagao
do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior prevalén-
cia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto NIC 3 foi mais
frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes,"” os
sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria, perda de peso, fome

entre os sobre-

exagerada, visdo embacada, infecgdes repetidas na pele e mucosas, dificuldade na

cicatrizagao de ferimentos, fadiga e dores nas pernas (ma circulacao).

» Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionério de Especialidades Far-
macéuticas,” a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas e sua meia-vida
terminal é de 15 dias.

« Semindicacdo de nome de autor: O diagnoéstico de hipertireoidismo, por sua vez,
é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH."

AUTORES: Os autores deverao ser referenciados por seu sobrenome, tendo apenas
a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s) e sem virgulas e
pontos. Todos os autores deverao ser referenciados e separados por virgulas (o mes-
mo é valido para livros), apesar do estilo Vancouver recomendar que apenas sejam
indicados os 6 primeiros autores, quando o nimero de autores for maior. Deverao ser
dados espagos apos as virgulas.

Observagdes Gerais:

« Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores, esta
condicéo devera ser indicada logo apés os nomes dos autores;

« Quando a autoria do documento for de uma organizacao, a referéncia devera ser
iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma entidade com
subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decrescente de hierarquia
e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo apresentarem subordinacéo,
estas deverao ser separadas por ponto e virgula;

«  Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia devera ser
iniciada por seu titulo;

« Quando o documento consultado for tese, dissertacdo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertacao: mestrado, monografia: especializacao,
monografia: graduagéo;

« Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicdo Federal
ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos, Portarias,
Resolucdes e Coédigos), deverdo ser seguidos os padroes de autoria/ emissao
recomendados pela NBR 6023 da Associa¢do Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT,
2002), com a apresentagao grafica adaptada ao estilo de Vancouver.

« Todainformacao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma fonte que
ndo o documento consultado ou informagao complementar a referéncia como
suporte do documento ou traducédo de alguma expressao deve ser adicionada
entre [colchetes].

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos consul-
tados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a primeira palavra
devera seriniciada por letra maitscula. O texto do titulo ndo devera vir nem em negrito
e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periédicos/ revistas
consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados com ponto. Importante
considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo ser eliminados, com
excecao do ultimo, empregado para separar o titulo do ano. Um espaco devera ser
dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A separagao entre ano e volume
devera ser feita com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que os meses
sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente da lingua do texto:
Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov, Dec. No entanto, a RBAC aceita a
abreviacdo em portugués daqueles manuscritos nesse idioma. Quando o periédico
apresentar paginagdo continua ao longo de um volume, o més e o niimero poderdo
ser omitidos. Ano, volume, nimero e paginas deverao ser escritos sem qualquer espaco
entre eles. Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deveréo ser eliminados os nimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGCAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edicées de documentos consultados
deverao ser referenciadas apo6s o titulo, em algarismos arabicos, sequidas de ponto e
da palavra“edicdo” no idioma que figura na publicacdo original e de forma abreviada.
Quando for a primeira edicao, essa ndo devera serindicada. Quando houver a defini¢ao
do local de publicagéo, este devera ser indicado em seguida a edicdo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera ser
reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical cancer in Brunei
Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui S. Manage-
ment of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma treated with
temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castainidn-Olivares LR,
Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii
Species Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibility Endpoint Distri-
butions and Epidemiological CutoffValues for Fluconazole, Itraconazole, Posacon-
azole, and Voriconazole. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.
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Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller DS, Henry
MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The Lower Anogenital
Squamous Terminology Standardization Project for HPV-Associated Lesions:
background and consensus recommendations from the College of American
Pathologists and the American Society for Colposcopy and Cervical Pathology. J
Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The gastrointestinal
tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake. Aliment Pharmacol
Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List AF. Advances
in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012; 19(4 Suppl):4-15.
Editorial comindicagao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis, evaluation and
monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

Artigo/ Editorial sem indicacdo de autoria: Improved and Emerging Gel-
free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial]. Proteomics.
2012;12(19-20):2902-3.

Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents MRSA trans-
mission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive new
guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process. Pediatrics.
2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Multistate
outbreak of fungal infection associated with injection of methylprednisolone
acetate solution from a single compounding pharmacy - United States, 2012.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da Patologia
Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2. Ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagdo de alimentos por andlise
microscépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.Vigilancia Sanitaria:
tdpicos sobre legislagdo e analise de alimentos. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan;
2007. p. 72-80.

Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D. Squinca
F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Editora UNB; 2008.
Teses, Dissertagoes e Monografias:

Autor e indicacdo de grau: Maranhédo FCA. Anélise da expressao génica no der-
matdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infeccao in vitro: pH e diferentes
fontes de carbono regulando genes. Sdo Paulo. Tese [Doutorado em Genétical
- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de Micologia;
2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de Micologia; 2007.
Anais com indicacao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem M, Szescs
MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de Candida isoladas
de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Brasileiro de Micologia; 2007
nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituicbes:

Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagnéstico e tratamento de doencas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

Mais de um autor corporativo: Fundacao Oswaldo Cruz; Fundacédo Carlos Chagas
de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério de atividades: 2006.
Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as condi¢des
para a promogao, protecéo e recuperacdo da saude, a organizagéo e o funciona-
mento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Didrio Oficial da
Unido 20 set 1990; secdo 1.

Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta a
Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizacdo do
Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da salde, a assisténcia a sadde
e a articulacédo interfederativa, e da outras providéncias. Didrio Oficial da Unido
29jun 2011; secdo 1.

Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio de 1998.
Expede diretrizes e normas para a prevencao e o controle da infeccdo hospitalar.
Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secao 1.

Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil). RDC no. 302, de 13
de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funcionamento de
Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segao 1.

Meios Eletronicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-Nascimento
A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.: manual identification
(reference method) and automated identification (Vitek system platform). JVenom
Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet]. 2012 set [acesso em 29 de out
2012]; 18(3). Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

« Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC
no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regulamento técnico para o
gerenciamento de residuos de satde [resolu¢do RDC na internet]. Diério Oficial
da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012]. Disponivel em: http://www.unesp.
br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

« Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido MM, Felipe
MSS, Silva-Pereira I. Identification and Characterization of Phase-Specific cDNAs
Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides brasiliensis. In: 4o.
Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patégenos en América Latina [evento na
internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela [acesso em 10 jul 2003]. Disponivel
em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos serd feita exclusivamente online pelo GNPapers, no
endereco: www.gnpapers.com.br/rbac/. Outras formas de submissao, ndo serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

« Acomunicagdo entre os diferentes participantes do processo editorial de avaliagdo
e publicacdo (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma eletrénica
pelo GNPapers, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado automati-
camente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha de sub-
missao, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e posterior acesso
por meio de login e senha;

«  ARBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua participacdo
no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua participagao, o
manuscrito serd recusado;

«  OGNPapers atribuird a cada manuscrito um nimero de registro e o autor principal
sera notificado de que o manuscrito esta completo e apropriado para iniciar o
processo de revisao;

« Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justificados e solicit-
ados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pds-graduacao ou
responsaveis por departamentos, laboratérios, setores ou servigos de instituicdes
publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente fundamentados por seus autores.
Os pedidos de fast-track deverdo vir enderecados ao editor da RBAC em documento
em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus superiores hierdrquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaracao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmisséo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado “Titulo do Artigo”
a apreciacéo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Andlises Clinicas - RBAC para
sua publicacdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo com que os direitos
autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade exclusiva da RBAC desde
sua submisséo, sendo vedada a reproducdo total ou parcial, em qualquer meio de
divulgacédo, sem que a prévia e necessaria autorizacdo seja solicitada e concedida
pela editoria da RBAC. Declaramos também que o artigo néo infringe os direitos
autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros e que seu contetudo
é de inteira responsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho
original e que néo foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periédico, tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os
autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicacao do artigo na RBAC
e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no
artigo com pessoas, entidades ou instituicoes.

Nomes dos autores e assinaturas:

1.

2.

Data: / /
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N\ PRO-IN

Programa de Controle Interno
da Qualidade do PNCQ

' imuno 4

Anti-HBc, HBsAg
Anti-HCV

Anti-HIV 1/2, Anti-HTLV
ASO

BHCG

Chagas

Sifilis VDRL

Rotavirus

Zika virus - 19G

Dengue - IgG/IgM

Fator reumatodide
Proteina C Reativa (PCR)
Toxoplasmose 1gG/IgM
COVID-19 anticorpos (IgG/IgM), antigeno (Ag)
Leptospirose

BIOMOL

HBV biologia molecular
COVID-19 biologia molecular

TOXICOLOGIA

Toxicologia - volateis em urina e metais
em sangue total, soro e urina

HORMONIOS

Hormonios
Procalcitonina
Vitamina D

Pro-IN em Tempo Real:

Ferramenta GRATUITA para os laboratdrios que adquirem
amostras do PRO-IN e auxilia na elaboracao e na avaliagdo
de seu controle interno, com:

@ Créfico de Levey Jennings automatico;
@ Comparacdo com laboratérios que utilizam mesma metodologia;
© Composicao de Valores proprios, com Média, DP e CV;

© Regras de Westgard personalizadas.

Em diversos volumes
e varios niveis!

a sua estabilidade!

Confira algumas das amostras disponiveis:

BIOQUIMICA
MARCADORES CARDIACOS

Hematologia

Hemoglobina glicada e Hemoglobina HEMOCUE

Coombs direto e indireto
Coagulograma

Fatores da coagulagao
Gasometria

Grupo sanguineo e Fator RH
D-dimero

URINALISE E PARASITO

Urinalise tira reagente, analise bioquimica e
automacao

Microalbuminuria
Sangue oculto

PNCQ

Programa Nacional
de Controle de Qualidade

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas

Q (21) 3172-7100 | 2569-6867
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Liofilizados, aumentando

Acesse o site e faga seu pedido:
pncg.org.br/grupo_produto/pro-in



