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RESUMO

O teste de ativagdo da transcetolase eritrocitaria (TK-E) pelo pirofosfato de tiamina (TPP)
exdgeno é um método indireto para mensurar a tiamina (vitamina B1). A diminui¢éo da atividade
da transcetolase eritrocitaria e o aumento da estimulagdo in vitro com o TPP maior do que 17 %
indicam deficiéncia de tiamina. Este é um método plausivel, pois sdo nos eritrdcitos que estdo
concentradas a maior parte desta vitamina. Em virtude de surtos de beribéri que tem ocorrido
no Brasil desde 2006, o Instituto Adolfo Lutz (IAL), como Laboratorio Central de Saude Publica,
propds a implantagdo desse método para auxiliar na investigacdo de novos surtos ou de casos
isolados. Foram avaliados o teste de precisdo, a linearidade, a estabilidade do hemolisado e da
amostra, e estimados os limites de detecgdo e de quantificacdo. A atividade da TK-E sem ativacgdo
pelo TPP foi de 0,732 Ul/gHb e com ativagdo foi de 0,827 Ul/gHb. Todos os resultados dos
parametros avaliados neste estudo apresentaram-se dentro dos critérios de aceitabilidade
garantindo-se a confiabilidade do método. Fica, assim, disponivel mais um ensaio bioquimico
para a Rede Publica de Saude, mas ainda necessario definir os valores de referéncia para
estabelecer os limites clinicos da deficiéncia de tiamina.
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ABSTRACT

Erythrocyte transketolase activation test (TK-E) by exogenous thiamine pyrophosphate (TPP)
is an indirect method to measure thiamine (vitamin B1). The decrease in the erythrocyte
transketolase activity and the increase of in vitro stimulation with TPP greater than 17 % indicate
thiamine deficiency. It is a reasonable method as the major portion of this vitamin are concentrated
in erithrocytes. Due to the beriberi outbreaks that have occurred in Brazil since 2006, the Adolfo
Lutz Institute (IAL), as a Central Public Health Laboratory, proposed the implementation of this
method to give support to the investigation on the new outbreaks or isolated cases. The evaluated
parameters were precision, linearity, hemolysate and sample stability, and the limits of detection
and quantification were estimated. The TK-E activity without activation by TPP was 0.732 UI/gHb,
and with activation was 0.827 UI/gHb. All of the results obtained from the evaluated parameters
showed to be within the eligibility criteria, ensuring the reliability of the proposed methods.
Thus, this method showed to be adequate as biochemical assay for the Public Health Network.
However, there is a need to define the reference values to establish the clinical limits of thiamine
deficiency.
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Existem enzimas nos glébulos vermelhos
que sdo dependentes de vitaminas e suas atividades
sao correlacionadas para avaliar o estado
nutricional dessas vitaminas', a transcetolase
eritrocitaria (TK-E) é um exemplo. Utiliza como
cofator o pirofosfato de tiamina (TPP), a forma
biologicamente ativa da tiamina (vitamina B1).
Esta enzima atua amplamente no ciclo das
pentoses contribuindo na formac¢ao do NADPH?,
coenzima importante no restabelecimento da
glutationa na sua forma reduzida® e, também,
participa na sintese de nucleotideos e dcidos
nucléicos’. Como o ciclo das pentoses é mais
ativo nos glébulos vermelhos e aproximadamente
80 % da tiamina se encontram neles*’, é sensato
utilizar a atividade da transcetolase nestas células
como marcador das alteragdbes metabdlicas da
tiamina®’.

O teste de ativacdo da transcetolase
eritrocitaria pelo TPP exdgeno é um método
indireto de mensurar a tiamina’. A diminui¢io
da atividade da transcetolase eritrocitaria e o
aumento da estimulacdo in vitro com o TPP
maior que 17 % indicam deficiéncia de tiamina’.

O beribéri ¢ uma doenca causada por
deficiéncia de tiamina caracterizada por
manifestagdes neuroldgicas e cardiovasculares®’.
Casos extremos de deficiéncia podem afetar
o coragdo, dando origem a uma cardiomiopatia
por deficiéncia nutricional, conhecida como
beribéri cardiaca ou afetar o sistema nervoso
central, provocando a encefolopatia de Wernicke
que se caracteriza por confusio mental,
oftalmoplegia e taxia podendo evoluir para o
coma e morte®'’. A deficiéncia também tem sido
relatada como causa de hipertensdo pulmonar'' e
de perda visual devido a neuropatia 6ptica'?.

A deficiéncia de tiamina quando nao
esta associada a caréncia alimentar, pode estar
relacionada com o aumento de demandas
metabodlica ou situagdes que interferem na
sua biodisponibilidade’. E comum encontrar
a deficiéncia em etilista cronico, pacientes com
anorexia nervosa”, doengas gastrointestinais
associadas com diarreia cronica e vOmitos
frequentes'!, pacientes submetidos a cirurgia
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gastrica® ou intestinal'* e nos cardiopatas®®.

Em 2012, o Ministério da Saude publicou o
“Guia de consulta para Vigilancia Epidemiologica,
Assisténcia e Aten¢do Nutricional dos casos de
Beribéri’, em vista das notificacdes de beribéri
ocorridas nos estados do Maranhdo, Tocantins
e Roraima. Até entdo, ndo se tinha registro de
surto no pais ha mais de oitenta anos*.

A tiamina pode ser avaliada no sangue ou na
urina. Porém, estes exames nao estido disponiveis
no Sistema Unico de Saude?, sendo raro encontrar
em outros servicos".

Assim, o objetivo deste estudo foi implantar
a metodologia que determinasse a atividade
enzimatica da transcetolase eritrocitaria com e
sem a estimulagdo do TPP exégeno, para ser
utilizada como indicador do estado nutricional
quanto a tiamina, disponibilizando mais um
exame especifico para a Rede Publica de Saude.

Este estudo foi conduzido dentro dos padrdes
exigidos pela Resolu¢ao 466 de 12/12/2012 do
Ministério da Satde /Conselho Nacional da
Saude, e teve a aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Adolfo Lutz, Protocolo n° 035/2009 emitida em
24/11/2009.

As amostras de sangue foram obtidas
de voluntarios, apds concordarem e assinarem
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Foram utilizados para coleta tubos a vacuo
contendo anticoagulante K,EDTA. As amostras
foram armazenadas em temperatura entre 4 e
8 °C até o momento da analise.

Preparo do hemolisado

As amostras foram centrifugadas por
5 minutos a 2.500 rpm em temperatura de
8 °C, e o plasma e a camada de leucdcitos
foram  descartados. As  hemacias foram
submetidas a trés lavagens sucessivas com
solu¢ao de NaCl 0,9 % gelada, o sobrenadante
e a camada de leucdcitos foram descartadas em
cada ciclo. Os hemolisados foram preparados
adicionando-se agua bi-destilada nas hemadcias
lavadas na propor¢do de 2:1 (hemacias: agua).
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Em seguida, foram submetidas ao congelamento
e descongelamento por duas vezes para
assegurar total hemdlise. As concentragdes
de hemoglobina foram ajustadas para ficarem
entre 3,5 a 4 g/dL com solugdao Tris-HCl 0,1 M
pH 7,6 + Triton X-100 (na proporgdao 1:100).
Foram centrifugados por 10 minutos a 3.000 rpm
e o sobrenadante separado e mantido entre 4 a
8 °C até o momento da andlise. A concentragdo
de hemoglobina foi determinada em contador
hematolégico automatizado.

Atividade da TK-E com e sem o TPP

O método para a determinagio da
atividade da TK-E com e sem TPP foi realizada
conforme Bayoumi e Rosalki' com algumas
modificagdes. O sistema reagente utiliza a
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH), que absorve luz no comprimento de
onda de 340nm. A variagdo de absorbéancia
por minuto obtida pela oxidagdo da coenzima
NADH a NAD, reflete diretamente a atividade
da transcetolase.

As sequéncias das reagbes estdo abaixo
descritas:

EC22.1.1
1) Ribose-S-PO4 + xylulose-S-PO4 _
sedoheptulose-7-PO, + D-gliceraldeido-3-PO,

EC5.3.1.1
2) D-gliceraldeido-3-PO, ——— dihidroxiacetona-PO,

EC1.1.1.8
3) dihidroxiacetona-PO, + NADH ———
glicerol-3-PO, + NAD

EC 2.2.1.1 = Transcetolase
EC5.3.1.1 = Triosefosfato isomerase
EC 1.1.1.8 = Glicerol-3-fosfato dehidrogenase

Sem TPP Com TPP

Solugoes ul ul
Tampao Tris-HC1 0,1M pH 7,6 50 0
Ribose-5-fosfato 15mM 915 915
Hemolisado 20 20
GDH/TPI (7kU/L - 1800kU/L) 5 5
TPP 10mM 0 50

Incubar 15 minutos a 37 °C

NADH 10 mM 10 10

Leitura 10 minutos a 37 °C

Ciélculo: ADOx10° = UlI/gHb. min. a 37 °C
ExHbx20

ADO = Variag¢do da densidade 6tica por minuto

10°= Corregédo da unidade da hemoglobina

E = Coeficiente de extingdo molar da coenzima NAD ( 6,22 )
Hb = Concentragdo da hemoglobina no hemolisado

20= volume da amostra

As solugdes de Ribose-5-fosfato (Sigma)
15mM, o TPP (Sigma) 10mM e NADH (Sigma)
10mM foram preparados com Tampdo Tris-HCI
0,1M, pH 7,6. Todos foram preparados no dia do
uso e mantidos na temperatura entre 4 e 8 °C. A
enzima GDH/TPI (Sigma) estava pronta para o
uso, sem necessidade prévia de dilui¢ao, porém foi
mantida na temperatura constante entre 4 e 8 °C.

A porcentagem de Ativacao foi obtida
através da seguinte equacao:

% ativacdo = TK-E ¢/ TPP - TK-E s/ TPP x 100
TK-E s/ TPP

Métodos estatisticos

Além da andlise descritiva como média,
desvio padrio (DP), coeficiente de variagdo
(CV), valores minimos e maximos e limite
de repetibilidade (Lrepé), foram utilizados
outros métodos conforme o propdsito de
cada estudo: teste de normalidade (Anderson
Darling); avalia¢ao das variancias (Cochran,
Levene ou Bartlett); andlise de comparabilidade
(ANOVA), Teste F e t de Student; avaliacao
de linearidade (Regressao linear pelo método
dos minimos quadrados, polindmio linear
e quadratica).

Foi utilizado nivel de confianga de 95 %.

Para  confirmar que este método
implantado atende aos propositos, foram
realizados alguns experimentos de validacdo,
conforme orientagbes DOQ-CGCRE-008/2011",
RDC n°27/2012-ANVISA/MS™ e Oliveira e
Mendes", quando aplicaveis.
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Avaliagao da precisao

Primeiramente, foi realizado um
estudo preliminar de precisio para identificar
discrepancias frente o esperado e, se fosse
necessario, fazer ajustes no sistema antes
de prosseguir com estudos mais completos.
Desta forma, foram avaliadas trés amostras
com atividades enzimaticas diferentes da
TK-E, analisadas por sistema de repetitividade,
ou seja, as oito medicoes de cada amostra
foram realizadas no mesmo dia e sem alteragdes
de local, equipamento, reagentes e do técnico.
Os resultados estao consignados na Tabela 1.

Neste estudo preliminar foi possivel
verificar que o método apresentou um CV
médio de 6,67 %. E, pela semelhanca dos
CVs apresentados nas trés amostras, podemos

Tabela 1. Estudo preliminar intraensaio

4

concluir que a imprecisaio ¢ constante nao
variando em diferentes niveis de atividade
enzimatica.

O limite de repetitividade (Lrepé) obtido
neste estudo foi utilizado para identificar
valores discrepantes ou outliers nos demais
experimentos. E a diferenca méxima permitida
entre um par de replicatas de cada corrida, tendo
o cuidado de nado rejeitar mais de 5 % das
analises’.

A precisio intermedidria ou interensaio
foi realizada em duas amostras com niveis
de atividade enzimatica diferentes, porém
previamente conhecido. Cada amostra foi dividida
em quatro partes e analisada diariamente em
duplicata por cinco dias. Os resultados estdo

consignados na Tabela 2.

TK-E sem TPP em UI/gHb

TK-E com TPP em Ul/gHb

Replicatas
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

1 0,59 0,94 1,19 0,68 1,16 1,3

2 0,63 0,81 1,06 0,7 1,02 1,12

3 0,52 0,9 1,18 0,74 0,98 1,29

4 0,62 0,85 1,02 0,6 1,09 1,24

5 0,57 0,93 1,22 0,66 1,06 1,28

6 0,58 0,94 1,16 0,72 1,15 1,29

7 0,52 0,83 1,18 0,7 1,02 1,14

8 0,61 0,96 1,04 0,64 0,98 1,16
Média 0,58 0,895 1,131 0,68 1,058 1,228
DP 0,042 0,057 0,078 0,045 0,071 0,075
CV % 7,257 6,405 6,903 6,67 6,682 6,139
Lrepé* 0,118 0,16 0,219 0,127 0,198 0,211

Lrepé*: desvio padrio x 2,8 (para duplicata e nivel de confianca de 95 %)
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Tabela 2. Resumo estatistico do estudo de precisdo completa

TK-E sem TPP TK-E com TPP
Parametros analisados
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2

Média 0,58 0,85 0,67 1,11
DP intraensaio 0,04 0,06 0,05 0,06
CV % intraensaio 6,74 6,95 6,8 5,13
DP interensaio 0,02 0,03 0,02 0,04
CV % interensaio 3,79 4,06 2,72 3,22
DP total 0,04 0,06 0,04 0,06
CV % total 6,96 7,26 6,48 5,49
Erro aleatério total 11,0 % 12,0 % 11,0 % 9,0 %
Critério de aceitabilidade entre replicatas 0,12 0,16 0,13 0,2

Linearidade

O estudo da linearidade teve como
objetivo verificar se o método tem a capacidade
de demonstrar que os resultados obtidos
sdo proporcionais a concentragdo, dentro de
um intervalo especifico (Figura 1). Foram
realizadas diluicdes seriadas de uma amostra
com atividade alta (obtida com acréscimo de TK)
e uma amostra com atividade baixa, resultando
em 7 amostras. Cada amostra foi analisada
trés vezes. Aos resultados obtidos foram aplicados
testes estatisticos. A homocedasticidade das
varidncias foi comprovada através do teste de
Cochran, o C calculado de 0,287 foi menor
do que o C tabelado 0,561 ( triplicata em sete
niveis de concentragdo, em nivel de confianca
de 95 %). Através da andlise de regressao linear
e ANOVA foi possivel observar que a regressao
foi significante (p<0,05), porém os desvios de

linearidade de todas as concentracdes foram
menores que 5 % quando comparado com a
regressdo polinomial de 2° grau (regressao
quadratica), desconsiderando a relevancia da
nido linearidade detectada. O coeficiente de
correlacdo de Pearson(r) foi de 0,9923.

¥ = 09581k + 0,0191 Yy
A = 0,9847

y = 0,4114x + 0,0955 + 10,4454
RE = 0,9947

2.0 &
g 1,20

_31.00 2

= 040

w

i o 02 04 o6 0,8 1 1.2 1,4 1,6
< Atividade da TK-E em Ul/gHb

Figura 1. Gréfico da linearidade com as equagdes polinomiais
de 1° e 2° graus
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Limite de deteccao e de quantificagiao

A determinacio do limite de deteccio
(LD) e de quantifica¢do (LQ) foi estimada através
das equagdes: LD = média + tDP e LQ = média
+ 10DP, onde ¢ (Student) com nivel de confianca
de 95 % e DP ¢ o desvio padrao. Os resultados
estao representados na Tabela 3.

Tabela 3. Limite de detec¢ao (LD) e de quantifica¢ao (LQ)

LD LQ
TK-E s/TPP 0,091 0,296
TK-E ¢/TPP 0,121 0,398
Estabilidade

A estabilidade do  hemolisado  foi
conferida através da avaliacio de sete amostras
distintas com quatro replicagbes em cada
amostra. Os hemolisados foram analisados no
dia do preparo e no dia seguinte. Foram mantidas
por 24 horas em temperatura entre 4 a 8 °C
(geladeira) e entre -16 e -20 °C (freezer).
A comparagdo entre os valores do dia e do
posterior, nas sete amostras, revelou que a TK-E
¢ estavel nos hemolisados, sejam armazenados
em geladeira ou no freezer. O resultado estatistico
demonstrou ndo haver diferengas significativas
ao nivel de confianga de 95 % (p>0,05).

Temporalidade

A temporalidade das amostras foi
definida juntamente com a precisao intermediaria
quando as amostras foram analisadas por cinco
dias consecutivos, armazenadas em temperatura
entre 4 e 8 °C. A diferen¢a percentual da perda
de atividade enzimdtica entre os valores obtidos
no primeiro dia e no quinto dia foi em torno
de 7,9 % para a TK-E sem TPP e de 6,2 %
para a TK-E com TPP. O método foi testado
em 21 amostras obtidas de voluntarios
saudaveis, sem uso de complementos vitaminicos.
Os dados obtidos apresentaram distribuicao
gaussiana pelo teste de Anderson Darling (p>0,05).
A Tabela 4 consigna os dados estatisticos desses
voluntarios.
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Tabela 4. Resumo estatistico dos valores obtidos das amostras
de 21 individuos normais

TK sem TPP TK com TPP

Parametro % estimulagao

Ul/gHb Ul/gHb
Média 0,732 0,827 12,98
Desvio Padrao 0,113 0,136 3,48
Valor minimo 0,57 0,63 5,97
Valor maximo 0,973 1,16 21,84

Quando surgiram os primeiros surtos de
beribéri em 2006, no estado do Maranhdo, nao
havia nenhum laboratério publico que pudesse
avaliar a tiamina daquela comunidade, incluindo
o JAL. Foi assim que surgiu este estudo para
implantagdo do método da andlise da atividade
da transcetolase eritrocitaria com e sem estimulo
pelo TPP. Um método indireto, porém adequado
para o propdsito, uma vez que as hemadcias
sdo as primeiras células a serem afetadas pela
deplecao vitaminica®.

O método escolhido foi o proposto
por Bayomi e Rosalki em 1976'. Para avalia-
lo foi necessario realizar estudo de validacao.
Ele comprova através de evidéncias objetivas
alguns requisitos bdsicos que garantem a
confiabilidade dos resultados.

O primeiro passo foi verificar a precisao
do método. E importante salientar que
toda medigdo analitica agrega um percentual
de variagdo, o qual é conhecido como “erro”
Este “erro” pode ser de ocorréncia casual
ou acidental, chamado de erro aleatério.
Neste estudo, o erro aleatério total ficou em
torno de 11,5 % para a TK-E sem adigao de TPP
e de 10 % para a TK-E com adigdo de TPP,
dentro do recomendado pela ANVISA'™ o qual
se permite até 15 % para as imprecisoes.

A imprecisdo intraensaio encontrada
ficou entre 6 e 7 %, uma estimativa bastante
razoavel em se tratando de enzimas. Este
achado estd em consonancia com dados do
laboratério de Cambridge onde o CV deles
fica entre 5,1 a 7,7 % *', utilizando metodologia
semelhante.

Publicagio continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes



Oshiro M, Miguita K. Implantagao de um método para determinagdo da atividade da transcetolase eritrocitaria para avaliagdo indireta da

tiamina. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2016;75:1688.

A exatiddo ndo pode ser avaliada conforme
exigido pelas normas da qualidade por nao haver
amostras de referéncia e nem ter como comparar
com outro método. Porém, a média da atividade
da TK-E do grupo de voluntarios saudaveis
foi de 0,732 Ul/gHb, com desvio padrio de
0,113 UlI/gHb, proximos ao valor médio de
0,77 Ul/gHb encontrados por Smeets et al** em
doadores de sangue e, dentro do intervalo de
0,514 a 0,739 Ul/gHb, encontrado por Waring
et al”® obtidos, também, em doadores de sangue
de ambos os sexos. Ambos utilizaram metodologia
similar ao deste trabalho. Valores mais baixos
foram encontrados em pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 com neuropatia®.

Valor de referéncia para individuos
normais podem diferir de um laboratério
para outro, mesmo que ambos utilizem o
mesmo método. As variagdes pré-analiticas,
variagbes analiticas e as variagdes bioldgicas
inter-individuos sdo os fatores que podem
influenciar nessas diferencas. Por isso, ¢é
recomendado que cada laboratério determine
o seu proprio valor de referéncia com as
incertezas associadas. No presente estudo, a
média obtida no grupo de voluntarios nao
pode ser utilizada para esta finalidade devido
ao numero pequeno de voluntarios.

A estabilidade da atividade da TK-E
no hemolisado foi verificada. Observou-se que
se manteve estavel por até 24 horas, quando
conservado em temperatura de geladeira ou
congelado. Smeets et al** descreve que néo
hd perda de atividade da TK-E por quatro
semanas nos hemolisados armazenados a -20 °C.
Porém, se forem congelados e descongelados
por duas vezes podera haver perda significativa
da atividade enzimatica.

A  maioria das enzimas presentes no
globulo vermelho ¢ mais estavel quando
estdo no sangue total do que quando as células
sao lavadas ou congeladas®. Esta estabilidade
foi conferida por até cinco dias no sangue total,
contento anticoagulante EDTA e armazenada
em temperatura entre 4 e 8 °C. Ao final de cinco
dias, verificou-se uma diminuicdo da atividade
enzimatica proxima de 8 %. Beutler** define para
varias enzimas eritrocitarias uma estabilidade

de 20 dias com perda de atividade <10 %,
nas mesmas condi¢des. Soukalon et al*
mantiveram os globulos vermelhos lavados e
congelados a -30 °C por até 3 meses para avaliar
a TK-E.

A avaliacdo da transcetolase eritrocitaria
nao é comum na pratica clinica e, portanto nao
ha muitas informacgdes sobre o desempenho do
método analitico na literatura para comparagio.
Desta forma, todos os dados obtidos neste
estudo poderdo ser utilizados como indicadores
nas especificagoes da qualidade, visto que
eles ficaram dentro dos limites aceitaveis
determinadas pelas normas regulamentadoras
como a RDCn®27/2012 da ANVISA™.

O Dberibéri tem sido um importante
problema de satide publica*. E, o agente causador
nem sempre é a caréncia alimentar da tiamina.
Existem outros mecanismos que podem levar
a deficiéncia. Por exemplo, a suspeita da causa
do surto ocorrido no estado do Maranhao
foi a contaminagdo do arroz pelo fungo
Penicillium  citreonigrum®, que produz a
micotoxina citreoviridina, a qual degrada a
tiamina. Existem, também, as tiaminases
presentes em alguns alimentos como peixe,
crustdceos e chd, ou produzidas por algumas
bactérias como Clostridium botulium?, que age
da mesma forma sob a tiamina.

Publicacoes recentes tém relatado casos de
beribéri em pacientes com uso prolongado de
diuréticos”’ e muitos casos graves apos cirurgia
bariatrica>'%".

A deficiéncia de tiamina ndo ¢é uma
condi¢do rara”. Ela pode estar presente em
40 % dos casos de neuropatia apds a cirurgia
bariatrica’; nos pacientes cardiacos, Cunha et al'®
encontraram deficiéncia em 33 %; nos pacientes
com anorexia nervosa 38 % **, nos hospitalizados
ficam entre 10 a 20 % .

Apesar do  diagndstico de  beribéri
ser basicamente clinico”® e o tratamento ser
feito com reposicao de tiamina‘, a avaliagdo do
estado nutricional através da atividade da TK-E
podera nao sé contribuir na etiologia da doenca,
como também evidenciar o nivel da vitamina em
varias situagdes clinicas suspeitas, bem como na
realizacdo de estudos epidemioldgicos.
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Fica disponibilizado mais um método para
a Rede Publica de Satde, que se mostrou
analiticamente satisfatério. Entretanto, é necessario
definir valores de referéncias para estabelecer os
limites clinicos de deficiéncia.
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