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A mamutengio da taxa de glicose sangiiinea o proxima quanto possivel dos niveis
normais tem sido amplamente aceita como um %em indice de acompanhamento, podendo
reduzir significativamente as seqiielas do dizbetes’ . Medidas di4rias maltiplas da glicemia
n#o sfio freqiientemente wm caminho pritico no controle do diabético, embora pudessem
ser consideradas como o melhor método de controle,

Durante a década de 70, diversas téenicas para a mensuragdo_das hemogiobinas
glicadas tornaram-se acessiveis & grande maionia des laboratérios”, fornecendo uma
indicacio retrospectiva dos niveis de glicose sanguinea das Ultimas quatro semanas e tém
sido largamente adotadas come uma maneira usual deste mesmo controle diabético. A
maioria das téenicas tentam medir a HbAlc, originalmente descrita como a mais abundante
das frages glicadas da hemogobina que s¢ encontram aumentadas nos diabéticos.

Durante a ltima década varios métodos foram desenvolvidos para mensurar outras
profeinas glicadas além da HbAYc. A descoberta de que oudras proteinas séricas sfo glicadas
em caminhos andlogos ao da hemoglobina despertou muito interesse quanto a sua aplicagio
clinica. A albumina glicada tem sido indicada como um indice para o controle glicémico
num tempo de duas, trés semanas, um periodo mener do que o da hemaglabma glicada,
mas suficiente para ser adotada como controle

INTRODUCAD

Os métodos para a medida das proteinas 7g211-

cadas incluem afinidade cromatografica™™,
espectrofotometria baseada na reagfo do acido
tiobarbitdrico” e cromatografia liguida de alta re-
solugio (HPLC) de residuos lisina glicados apos
hidrélise das proteinas®. Cada um desses méto-
dos & capaz de dar bons resultados em mios ex-
perientes. Coatudo, com exce¢fio do método da
afinidade cromatogrifica os outros sfo muito
caros, exigindo aparethagem especial, o que di-
ficulta sua utilizag@o na rotina da maioria dos
laboratérios clinicos.

Em 1983 Johnson, Metcalf e Baker'" descreveram
um ensaio de fiutosaming baseado na habilidade dos
residuos cetoaminas glicades das proteinas séricas em
reduzir o corante azul de nitrotetrazolio (NBT). O
termo frutosamina se refere 3 estrutura do produto de

rearranjo da cetoamina (1-deoxi-1-E-llsli-albursina-
frutose) formada como o resultado da reagdo ndo
enzimatica entre a glicose ¢ o grupo E amino dos
residuos lisina da albumina. A interferéncia de outras
substidncias redutoras do soro (glicoso e uratos} na
determinagfo das frutosaminas pode ser evitada man-
tendo o pH da reacfo, ao redor de 10, 35,

A concentragdo da frutosamina reflete largamente
o nivel da albumina glicada e s& 20% da atividade
redutora se deve a outrag proteinas séricas

A facilidade com que o ensaio da frutosamina pode
ser automatizade ¢ a excelente precisfo analitica dos
aparelhos atuais proporcionam um coeficiente de
variaglo de 5%, mostrando que o ensaio é um dtimo
monitoramento para os pacientes diabéticos ‘. Apesar
destas vantagens, problemas surgidos com a calibragio
e otimizagio das condigSes de reagdo t8m limitado sua
aplicaciio em muitos laboratdrios.
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Mais recentemente, t8m sido estudados os efei-
tos da concentragdo protéica, gue influem princi-
paimente na especificidade analitica, ocasionando
confusdo na interpretagiio dos resultados. A falta
de consenso nas caracteristicas importantes do
ensaio reduz a confianga nas avaliagdes clinicas
efetuadas e revels dificuldades guando compara-
moes concentragdes de frutosamina obtidas em
centros diferentes.

O objetivo desta revisio & recomendar certos
procedimentos técnicos para evitar erros devido &
falta de conhecimento técnico, Nio é nogsa intengdo
recomendar o uso de um ensaio de frutosamina
sérica em lugar de outro, mas sim analisar as diversas
etapas da reagiio:

1. Condigles do ensajo
2. Calibragéio
3. Influéneia da concentragio protéica

MECANISMO DE REACAO

O mecanismo preciso pelo qual a protefna glicada
reduz ¢ corante azu! de nitrotetrazélio (NBT) em For-
mazana ¢ muito digcutido mas nio totalmente eluci-
dado, Jones ¢ cols,'? observaram que 47% da atividade
redutora da frutosaniina seriz inibida pela adigio da
enzima superdxido desmutase (uma enzima da fermen-
tagio do lixo). Isto permite entiio propor umn niecanismo
de reagdo com ¢ estudo dos radicais livres inter-
medidrios. A cetoamina que resulta da glicagfio das
prote{nas existe em equilibrio com seu tautdmero
eneaninol, Tanto a cetoamina como o eneaminol sio
capazes de reduzir o coxigénio molecular, formando
entio um radical superdxido que por sua vez reduz ¢
NBT. A fornmagio do radical superdxido implica numa
auto-oxidagdo simples de elétrons da ceteamina produ-
zindoum radical livre intermedidrio de proteina glicada.

Sakural e '}“suchiya20 propuseram recentemente
gm mecanismo alternativo no qual a forma enediol
da cetpamina & oxidada a radical alcoxi pelos ions
de metal pesado presentes como tragos contaminan-
tes no tampio do ensaic. O radical alcoxi é entdo
capaz de produzir radicais superéxidos.

CONDICOES DA REACAQ

Das condigdes do ensaio depende a sensibilidade
da reagio.

a} Temperatura

Areagdo entre a proteina glicada e NBT serealiza
mais facilmente em femperaturas elevadas ¢ a tem-
peratura de eleigiio foi 40°C, devendo ser constante
duranie todo o periodo da reagfo. A temperatura dos
banhos nos instrumentos utilizades na grande
maioria dos laboratdrios clinicos oscila entre 235, 30
eu 37°C. Alguns autores' estudaram as diferengas
entre 37 e 40°C e a temperatura de 37°C parece ser a que
melhor se adapta ag ensaic.
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b) Comprimento de onda

Proteinas glicadas reduzem o corante NBT pro-
duzindo a formarana gue liga-se preferenciaimente
4 atbumina. O espectro de absorgio da proteina
glicada/ complexo corado reduzido parece ser dife-
rente de acorgo com a fonte de proteina glicada™.
Howey e cols.” observaram detalhadamente o especiro
de absorgiio do NBT reduzido na presenca de soro
humano e na auséneia de detergente e encontraram o
comprimento de onda de méxima absorbincia em 540
. A adigo de detergente Triton X-100 7 on uma
mistura de detergentes i0nico e ndo idnico © muda as
caracteristicas do espectro tanto na reagfo com soro
humano glicado/formazana come no DMF/for-
mazana {padrio priméario) tormando-os idénticos,
Outros agentes calibradores come dihidroxicetona'®
e polilisina glicada™ também formam produtos co-
rados com espectre de absorgio muito similar ao do
sorg humano-Formazam,

¢) Reagente tampdo e pH

Bzker e Johnson  descreveram um reagente tam-
ponado contendo 73mmoi/L de carbonato de sédio
mais 25 mmol/L de bicarbonato de sédio produzindo
um pH de 10, 35 2 25°C. Aconsetha-se calibrar-se os
pHmetros com calibradores comerciais (Hydrion pH
10 a 11 da Aldrich Chemical Ce. Ltd. Gillingham
UK.

dj Concentragdo do NBT

A concentragio do NBT no ensaio precisa ser
suficientemente alta para garantir uma lnearidade
acima de ne minimo trés vezes o limite maximo dos
valores normais.

e} Periodo de pré-incubagdo

O método original para determinagfo das
frutosaminas séricas  envolvia uma fase de pré-in-
cubagio dos reagentes e soros por dez minutos, antes
da primeira leitura. Trabalbos recentes’ !
sugerem tma diminuigio deste periodo de incu-
bagio.

1) Amostra/Proporgdo de reagentes

A diluigdo da amostra nfo deve exceder 1:1?
embora a maioria dos trabalhos optem por diluigdes
enfre 1:10 e 1:17,5.

CALIBRACAO DO ENSAIO

A)Usando um padrdo nfo sérice: 1-deoxi-1-mor-
folino-D-frutese (DMF).

O DMF foi utilizado pela primeira vez comg 2pmirﬁo
no ensaio da frutosamina por Johnson e cols.'? sendo
um composto sintético, quimicamente bem definido
como urna cetoarnina de fiicil preparagio, devendo ser
dissolvide numa solugfio de albumina para prevenir
mudangas ne espectro de absorgie do composto colo-
rido final, o azel de tetrazflio. O uso deste tipo de
calibrador pode tornar-se um problema se a formulacio
dos reagentes ndo incluir detergentesl’ . Uma
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forma encontrada por diversose autores para a min-
imizagio desta interferfncia foi o usg zdo DMF di-
luido em um “pool” de soro humano™".

Os precursores Bakere Johnson'* recomendam
padrdes de proteinas glicadas como calibradores
secunddrios para ¢ ensaio, que podem diminuir mas
nfio eliminar as slteragles no ensaio™ . O uso de
detergente na mistura de reagdio” " parece minimi-
zar os problemas relatados e também reduzir a
variagie interlaboratorial.

CGatros calibradores ém sido indicados e entre
eles a dihidroxicetona™™ ¢ espera-se sé um major
ptmero de publicagdes para gue ele possa ser aceito.
Lever e col.”” publicaram alguns trabathos prelimi-
nares com o uso de padrdes de Elisina e valina. Farr
& cols. sugerem o uso de globulina purificadas
como material de referéncia. A concentragio ideal
dos residuos de aminodcidos glicados foi caleulada
pela medida fluoriméirica do formaldeido liberado
da globulina glicada apds oxidagZo com periodato”,

Schielcher & Wieland®® desenvolveram um
método especifico para proteinas glicadas usando
cromatografia liquida de altaresolugio (HPLG) para
medir furosina (E-N(2- furolimetii}-L- lisina), um
derivado da lisina glicada liberado das frutosaminas
apds a hidrélise dcida. Este método tem sua apli-
cagio limitada sendo usado mais pgra pesquisas.
Recentementes, 0% mesmos autorey ¥ estudaram o
emprego de um polilisina glicada pela andlise ele-
mentar de carbono . Estes resultados confirmam
agueles obtidos com HPLG.

Efeito da concentragdo protéica. O resuliado da
medida das proteinas séricas glicadas tem side ex-
presso como % ou mumol da proteina total. A deter-
minagfo das frulosaminas séricas foi primeiro
descrita como wma medida simples da proteina
sérica glicada sem referfncia 3 proteina total.
Johnson e cols.””*7 e mais tarde Staley”™’ afinmam
que dentro da falxa da concentragiio fisiologica da

afbumina a relaglo de glicagfo protéica independe
da concentragiio da albumina porgue a conformagio
protéica das proteinas séricas € bem diferente da
forma carbenil reativa da glicose. Contudo um
ntimero grande de estudos tem publicado corre-
lagBes estatisticas significativas entre as concen-
fragdes da albumina e frutosamina séricas dentro das
faixas de normalidacieg’zg, durante a gravidez™ e
durante o iratamento de pacientes diabéticos em
ceto-acidose™ .

Outras substincias podem causar interferéncias
no resultado final da concentra¢io das frutosaminas
e entre elas t8m sido estudadas: heparina (80 060
UI/L), EDTA (5.5 g/1.), bilirrubina (428 umol/L),
triglicerideos (7.45 mmel/L), urates (0.93
mmol/L), ascorbato (0.57 mm.O-L) e cisteina (0.5
mmol/L) que podem produzir uma interferéncia
analitica de 0.1 a 0.3 mmol/L 2. Tanto a hipe-
ruricemia severa { 0.93 mmol/L) quanto a hiper-
trigliceridemia {7.45 mmol/L) s&o consegiiéncias
metabdiicas do descontrole do diabetes e uma incog-
nita que o faboratorio precisa levar em conta depen-
dendo da populagdo diabética,

Siedel e cols.’® CIMpregaTam uma variante téonica
acrescentando uricase (4U/L) que pode reduzir a
interferéncia des uratos e uma mistura de detergen-
tes ibnico e ndo-idnico (22g/1.) que pode reduzir a
interferéncia dos triglicerideos.

CONCLUSAO

A especificidade do ensaio de frutosamina depende
de vérios fatores que viio desde a concentragiio do NBT
sté¢ o tempo e temperatura de incubacio do ensalo.
Todas as recomendagdes desta revisdo foram coletadas
de trabalhos publicados nos itimos dez anos ¢ pro-
curam alerfar os pesquisadores para os problemas téc-
nicos que possam enfTentar nos laboratérios.
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