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RESUMO: Estudamos o mecanisme da reagfo de Jaffé para a determinagio da creatinina
humana, utilizando os métodos cinético ¢ ponto-final. Foi analisada a magnitude de
interferéncia nas constantes fisicas (tempo e temperatura de incubacio) e no equitibrio da reagio,
obtendo-se valores subestimados a 25°C nos 2 metodos estudados. Os resultados a 36°C sdo
coerentes com os valores de referéncia descritos na Beratura, A hiperglicemia interfere mais
significantemente na reagio de ponto-final, elevando os resultados de creatining a partir de 290
mg%. O método cindtice mostrou-se bastante eficaz na dosagem da creatinina sérica
discriminando valores sem interferénciz de substdncias redutoras e com reprodutibilidade
compativel as melhores téenfeas laboratoriais,

DESCRITORES: creatinina no soro humano, dosagem; Reagio de Jaffé; métode cinético;

método de ponto-final; interferentes.

INTRODUCAO

As determinactes da creatinina sérica sdo fre-
quentemente usadas para a avaliacdo do progresso-
das doengas renais, Esta dosagem fornece um me-
lhor indice da funcdo renal em relacdo & uréia, visto
que ¢ pouco afetada pela dieta, taxa metabdlica e
volume urinério?.

A quantificagdo da creatining “‘verdadeira™
no soro permanece probiematica desde a sus intro-
dugdo pela reacdo colorimétrica de Jaffé com picra-
to aicaline até o presente momento. O principio
desta reacfio € g formacio de um cromdgeno ala-
ranjado de picrato alcalino e creatinina denomina-
do complexe de Janovsky?, Sabe-se que varios
COMpOstos, 1als como as cetonas, demonsiram uma
alta reatividade com o picrato®. Para tentar isolar
a creatinina dos interferentes cromoégenos foram

desenvolvidas véarias técnicas, tais como:
adsorgio!, hidrolise enzimética!’, oxidacio?d,
extrag@o!”, acidificac3o secundéariad, dialiseis e mais
recentemente reacdes cinéticas!! e cromatografia li-
qiiida de aita resolugdo s,

Outros problemas que também afetam a dosa-
gem de creatinina sdo o tempo € a temperatura de
incubagdo!, assim como a concentragdo do acido
plcrico e a alcalinidade do tamp#o®,

Constatamos em nossa rotina que a variagio
da temperatura ambiente estava relacionada com a
flutuacio dos resultados de creatinina sérica.

Observamos, também, que amostras de soro
apresentando valores de ereatinina alterados eram,
geralmente, de pacientes hiperglicémicos.

** Trabalho realizado na Secéo de Analises Clinicas do Instituto Adolfe Lutz, Sdo Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz,
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A partir desses achados, propusemo-nos a ava-
liar a influéncia dos interferentes exdgenos (tempe-
ratura) € endogenos {glicose) sobre a guantificagio
da creatinina sérica, realizando um estudo compa-
rative dos métodos cinético e de ponto-final, ambos
baseados na reagdo de Jaffé.

MATERIAL E METODOS

Foi utitizado um “*pool” de soros com nivel de
¢reatining normal, provenientes de Centros de Sag-
de de S3o Paulo. As dosagens foram executadas
alravés da reagao de Jaffé, empregando-se o méto-
do de porto-finall2 e o cinéticol. e,

No método de ponto-final utilizamos o acido pi-
crico (9,19 g/ como desproteinizante € ¢ sobrena-
danie foi alcalinizado com tampdo glicina-soda
(1,88g/4g qsp 1060ml, pH 12,4}, sendo as leituras
realizadas a 510 nm, apos incubacic por 20 minu-
tos a 30°C. No método cinético empregamos 0 Aci-
do picrico 1,7g/1 e NaOH §,5N, executando leituras
espectroforométricas a 492 nm, incubando-se por 2
minutos a 36°C.

Para se verificar a linearidade e a reprodutibilida-
de foram feitas curvas de calibragdo a 30°C para os
2 mérodos, com padrdes de creatinina {Merck, PA)
cujas conceniragdes vanaram de 2 a 10 mg%,

Neste estudo avaliamos o efeito causado na rea-
¢80 por variaghes de temperatura e concentragdes
de ghicose (hiperglicemias) na determinacgio da crea-
tinina sériga.

a} Efeito da temperatura

As dosagens de creatinina foram feitas pelos dois
métodos acima citados em temperaniras de
25/30°C, utilizando um n = 108 para o método de
ponto-final e umn 1 =20 para o cinético (Tabela 1).

by Efeito da hiperglicemia

Para avaliarmos a interferéncia da glicose na rea-
¢do de Jaffé adicionamos ao “‘pool” de soro guan-
tidades crescentes de glicose (Merck, PA) suficien-
tes para obtermos nivels “‘séricos’ de 190 a 495
mg%. Os métodos de ponto-final e cinético, nesie
caso, foram padronizados a 30°C, sendo o n=26

- para cada concentragio de glicose (Tabela 2), tota-

lizando 312 determinacdes. A andlise do proprio
“pool’’ de soros normals foi feita para controle,

As leituras gspectrofotométricas da creatining fo-
ram realizadas no Spectronic 21 (Bausch-Lomb)
com termostatizacio das cuvetas. A glicemia foi de-
terminada pelo método U.V. da hexoquinase (Ab-
bott Labs) no ABA 100 em 340 nm, cuja faixa nor-
mal & de 76a 115 mg%.

A analise estatistica dos resuliados obtidos fol
processada em um Microcomputador PC XT (Pro-
{6gica SP16 286) através do programa [BM Compa-
tivel **Statigraphics™ versdo 1.0, n? de série 378918,
A comparacio dos parametros estudados (tempera-
tura e hiperglicemia) foi feita pelo teste “t"" de Stu-
dent, fixando-se 0 nivel de significincia em 5%,

RESULTADOS

Ma figura | apresentamos as curvas de calibragéo
para os métodos de ponto-final ¢ cinético. No mé-
iode de ponto-final obtivemos a seguinte equacio:
v = 0,1Gkx + 0,009 ¢ um coeficiente de correlacdo
de 4,98, Para a curva de calibragdo do método ciné-
tice obtivemos a equagdo: y = 0,06x + 06,004 eum
coeficiente de correlacio de 0,99,

Na 1abela 1 apresentamos os resultados de creati-
nina sérica pelos métodos de ponto-final e cinético a
25 e 30°C, expressos em mg % {os valores sio repre-
sentados por média = dp).

TABELA L

Valores de creatining obtidos pelos métados analiticos de ponto final e cinétice, em poal de soros

Temperatura ° °
25°¢C C
Matodo
Ponto final {mg%) 0,65 10,21 0,90 £0,22%
(n=108)
Cinético  {mg%) 0,62 9063 3,84120,07%
{n= 20)

*p< 0,05 25°C X 30°C
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TABELA 2

Resultados de creatininag obtidos pelos métodos de ponto final e cinético, em pool de soros,

aergscidos de

quantidades conhecidas de glicose

Coenc. glicose C HG
Método 100 mg% 2906 mg% 323 me% 390 mg% 450 mg% 495 mg7
Panto-final 0844014 | 1,1020,15% | L,07X0,08% § 1,1920,13% | 1.33:40,13% |1 4610,26%
Cinético 0,86£0,06 | 0,8520,05 0,83+0,06 |083%0.06 (0,850,805 [0£,9520,05*
C = Controle

HG = Hiperglicémicos
*p<0,05CXHG

Observamos que existe diferenca significativa en-
ire as dosagens realizadas a 25 e 30°C nos dois mé-
todos empregados.

Em relagdo a interferéncia de niveis elevados de
glicose na creatinina sérica obtivemos os-resultados
apresentados na tabela 2, expressos em mg% (os
valores representamn média + dp).

Podemos observar gue 0 método de ponto-final
apresenta resultados significantemente mais eleva-
dos, ja na concentracfo de 290 mg% de glicose. Por
ouwtre lado, ne método cinético, verificamos néo
haver interferéncia da hiperglicemia nos resultados
obtidos, a ndo ser em concentracdo igual ou supe-
rior a 495 mg%.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Atualmente, varios autores t8m enumerado as
vantagens decorrentes da utilizacBo da cromatogra-
fia liquida de alta resolugdc (HPLC) e da espectro-
metria de massa gue aliam a precisdo 4 sensibilida-
de, uma vez gue evitam a influéncia dos interferen-
tes quimicos. .

Apesar da eficigéncia dessas metodologias, elas
ndo sdc facilmente aplicaveis em laboratorios de
andlises clinicas, onde se prefere empregar as técni-
cas bioquimicas de ponto-final ¢ cinética, cujas
vantagens sio 0 manuseio simples € ¢ baixo custo
operacional,

A reacdo de Jaffe ndo € especifica para creatini-
na. Todos os COMPOSEOs quE POSSUEM grupamentos
cetdnicos (grupo carbonila) reagem com o acido pi-
crico em pH alealino, formando um gomponente
caja complexidade molecular ainda ndo esta eluci-
dada, GREENWALD & GROSS? sugeriram um
tautdmero de creatinina-picrato sem especificar
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wma estruiura exata. Em estudos mals recentes,
BUTLER? e VASILIADES!S sugerem a formagio
de um composte censtituido por 2 moléculas de
creatinina para uma de acide picrico ou 1 moiécula
de creatinina para 1 de acido picrico (complexo de
Hanovsky).

A temperatura de incubagdo também é fator im-
portante, pois abaixe de 259 e acima de 30°C o5 re-
sultados apresentam-se sub ou superestimados, res-
pectivamente,

Nossos resullados demonsiraram existir altera-
¢hes significativas na guantificacio da creatining a
25 ¢ a 30°C, Para cada grau de variagdo da tempe-
ratura, observamos uma diferenca de 5,6% no mé-
todo de ponto-final e de 3,2% no cinético, conside-
rando-se que esta reagiio apresenta linearidade asé
10 mg% (Lei de Lambert-Beer).

LUSTGARTEN & WENK ! verificaram uma di-
ferenca de 3% na determinagdo da creatinina para
cada grau de variacBo da temperatura, sugerindo
Gue este parimetro ndo foli critico para o método ci-
nético. Porém, estes autores ndo analisaram estatis-
ficamente os seus resultados.

Os valores de referéncia descritos na lteratura
para a creatinina sérica situam-se na faixade 0,8 a
1,1 mg%s,

Em nosso trabatho notamos que a 30°C, tanto
no método de ponto-final como 1o cinético, 0s re-
sultados obtidos estdo incluidos no intervalo ackna
citado.

Por esta razio, as curvas de calibraciio ¢ ¢ estudo
do efeito da hiperglicemia na dosagem da creatinina
sérica, pelos 2 métodos, foram padronizados a
30°C.
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A perfeita correlagdo verificada em ambas as cur-
vas de calibracdo demonstra gue os 2 métodos pos-
suem linearidade até 10 mg%, existindo uima menor
dispersdo dos valores na reagdio cinética, ndo ha-
vendo portanio, necessidade de um namero muiio
elevado de dosagens.

A presenca de outros reduiores existentes nor-
malmente no soro humano (oses, uréig, etc.), tam-
bém interfere no desenvolvimento da cor da reagdo
(pigmento alaranjado) originando resultados falsa-
mente altosit. Por outro lado, quando o soro se
apresenta ictérico, os valores de ¢reatinina s3o su-
bestimadost.7.19,

Em nosso estude, verificamos que a hiperglice-
mia de 290 mg% ja interfere na quantificacdo da
creatinina pelo método de ponio-final,

No métedo ¢inélico ndo obtivemos nenhuma al-
leracfio nos nivels sericos de creatining na faixa de
260 a 450 mg% de glicose, observandoe apenas uma
superestimacdo em soros com glicemia de 495
mg%,

E provavel que esta interfergncia da glicose na
reacho coloriméirica de ponto-final ocorra devido,
ndo apenas a sua permanéneia no sobrenadante, co-
mo também 30 longo tempo de incubagdo gue per-
mite a sua oxidacdo.

34 o método cinético, apesar de utifizar os mes-
MOSs reagentes, apresenta a vantagem de um (empo
reduzido de analise, evitando, assim, a oxidacio de
outras substdncias além da creatinina. Desta for-
ma, o métodoe cinético mostrou-se bastante Gtil pa-
ra discriminar se os valores clevados de creatinina
sérica, encontrados em individuos diabéticos, sdo
resultantes da interferéncia da hiperglicemia ou se
50 consegiienies as lesdes renais desses pacienies.

Portanto, podemnos concluir que; 1) ha necessida-
de do conirole minucioso dos vérios pardmelros
que alteram a quantificacdio da creatinina sérica,
quando optamos pela reacdo de Jaffé; 2) o método
cinético € mais adequado para a rotina de nosso la-
boratdrio, uma vez qu¢ minimiza a interferéneia
dos fatores enddgeno ¢ exdgeno estudados.
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ABSTRACT: We investigated the mechanism of the Jaffé reaction for the determination of
creatindneg by studying the kinetic and end-point reactions. The magnitude of interference of the
physical constants (time and temperature} and the hyperglycensia in the equilibripm of the reag-
tion has been studied besides the consequent shifts in its spectrum, showing a maximum absor-

bance at 490 nm.

DESCRIPTORS: creatisdne in human serum, dosage; Jaffé reaction; kinetic method; end-

point method; interferents.
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