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O que desejaria eu aos jovens de minha Patria, consagrados a ciéncia?

Antes de tudo - constdncia. Nunca posso falar sem emogdo sobre essa importante
condig¢do para o trabalho cientifico. Constdncia. constdncia, constdncia! Desde o inicio de
seus trabalhos habituem-se a uma rigorosa constdncia na acumulagdo do conhecimento.

Aprendam o ABC da ciéncia antes de tentar galgar seu cume. Nunca acreditem no
que se segue sem assimilar o que vem antes. Nunca tentem dissimular sua falta de
conhecimento, ainda que com suposicdes e hipoteses audaciosas. Como se alegra nossa vista
com o jogo de cores dessa bolha de sabdo - no entanto ela, inevitavelmente, arrebenta e nada
fica além da confusdo.

Acostumem-se a discrigdo e a paciéncia. Aprendam o trabalho drduo da ciéncia.
Estudem, comparem, acumulem fatos.

Ao conrrario das asas perfeitas dos passaros, a ciéncia nunca conseguira algar voo,
nem sustentar-se no espaco. Fatos - essa é a atmosfera do cientista. Sem eles nunca
poderemos voar. Sem eles a nossa teoria ndo passa de um esforgo vazio.

Porém, estudem, experimentem, observem, esforcem-se para ndio abandonar os fatos a
superficie. Ndo se transformem em arquivistas de fatos., tentem penetrar no mistério de sua
origem e, com perseveranga, procurem as leis que os governam. '

Em segundo lugar sejam modestos, nunca pensem que sabem tudo. E ndo se tenham
em alta conta, possam ter sempre a coragem de dizer: sou ignorante.

Ndo deixem que o orgulho os domine. Por causa dele poderdo obstinar-se, quando for
necessario concordar; por causa dele renunciardo ao conselho sauddvel e ao auxilio amigo,
por causa dele perderdo a medida da objetividade.

No grupo que me foi dado dirigir, todos formavam uma mesma atmosfera. Estavamos
fodos atrelados a uma unica tarefa e cada um agia segundo sua capacidade e possibilidades.
Dificilmente era possivel distinguir vocé proprio do resto do grupo. Mas dessa nossa
comunidade tiravamos proveito.

Em terceiro lugar — a paixdo. Lembrem-se de que a ciéncia exige que as pessoas se
dediquem a ela durante a vida inteira. E se tivessem duas vidas, ainda assim ndo seria
suficiente. A ciéncia demanda dos individuos grande tensdo e forte paixdo.

Sejam apaixonados por sua ciéncia e por suas pesquisas.

Nossa Patria abre um vasto horizonte para os cientistas e é preciso reconhecer — a
ciéncia generosamente nos introduz na vida de nosso pais. Prossigam com o mdximo de
generosidade!

O que dizer sobre a situagio de nossos jovens cientistas? Eis que aqui tudo é claro. A
vocés muito foi dado, mas de vocés muito se exige. E para os jovens, assim como para nos, a
questdo de honra é ser digno de uma esperanga maior, aquela que é depositada na ciéncia de
nossa Pdrtria.

1. Paviov
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RESUMO



Resumo

O acido ascorbico (AA), quando presente em amostras biologicas, pode interferir nos
ensaios laboratoriais modificando o diagnostico clinico-laboratorial. Os objetivos desse estudo
foram: i) avaliar o grau de interferéncia de varias doses de AA nos ensaios bioquimicos séricos
e urinarios que utilizam reag¢bes de oOxido-redugdo, em amostras coletadas em diferentes
periodos de tempo ap0s a ingestdo de vitamina C; 7)) comparar o nivel de interferéncia do AA
em diferentes "kits" e tiras reativas para urinalise apds a adi¢do do AA; iii) verificar o tempo
de oxidagdo do AA em amostras de soro necessario para diminuir o efeito interferente e; iv)
estudar os possiveis mecanismos da interferéncia do AA em ensaios baseados no sistema de
reagdo oxidase/peroxidase com 4-aminofenazona e compostos fenolicos (Trinder). Apds a
ingestdo de 0,15 a 4 g/d de vitamina C por uma semana, os niveis séricos de AA elevaram-se
significativamente provocando inibi¢do até 12 e 24 h apos a ingestdo nas determinagGes séricas
de bilirrubina total e acido urico, respectivamente (p<0,05). Colesterol total, glicose e
creatinina ndo sofreram interferéncias, enquanto que os triglicerideos apresentaram uma
inibigdo 12 h apods a ingestdo de 4 g/d de vitamina C. Os niveis urinarios de AA foram
suficientemente elevados para provocar uma inibi¢do significativa nas reagdes para a detecgdo
de glicose e hemoglobina urinarias, inclusive em amostras coletadas apos 48 h a ingestdo. A
adicido ao soro de AA, em concentragdes semelhantes aquelas encontradas apos a
suplementagdo vitaminica, causou interferéncias significativas nas reages para a determinag¢io
de acido trico, enquanto doses maiores de AA, encontradas apos a administragdo endovenosa,
também interferiram nas reagdes para triglicerideos, colesterol, glicose e bilirrubina. A
comparagdo dos niveis de interferéncia ex vivo e in vitro demonstraram que 0 AA parece
interferir no metabolismo da bilirrubina, enquanto que para os demais analitos a interferéncia
foi somente analitica. O AA adicionado em diferentes concentragGes as amostras de urina
também provocou inibi¢do nas reagbes para a detec¢do de glicose, hemoglobina, nitrito,
bilirrubina e, em menor extensdo, para leucocitos. Em geral, o grau de interferéncia foi
diretamente proporcional a concentragdo de AA e inversamente proporcional a quantidade de
analito na amostra. As diferentes marcas de "kits" e tiras reativas estudadas ndo apresentaram
diferengas importantes em relagdo ao efeito interferente do AA. Dependendo da concentragdo
de AA, o mesmo continuou a interferir nas reagdes de Trinder, principalmente para acido
urico, até 72 h apos a adigdo do AA. Os resultados dos estudos in vitro demonstraram que o
acido dehidroascorbico ndo interferiu nas reagdes. A quantificagio do AA nas amostras de
soro demonstrou uma estabilidade elevada se comparada com a sua meia-vida em solugdo
aquosa, sendo este o responsavel pela prolongada interferéncia. O estudo do mecanismo de
interferéncia demonstrou que o AA interfere nas reagdes de Trinder com 4-aminofenazona e
compostos fendlicos através do consumo do perdxido de hidrogénio, responsavel pela
formagio do cromogeno oxidado. O AA ndo interferiu, portanto, com os constituintes da -
reagdo nem tampouco na redugdo do cromogeno oxidado. Baseados nesses resultados,
podemos concluir que mesmo pequenas doses de AA provocaram importantes interferéncias
nos ensaios laboratoriais, dependendo do tempo em que as amostras foram coletadas apds a
ingestdo. Assim, para evitar resultados falso-negativos sugerimos a suspensio da ingestdo de
altas doses de vitamina C (2-4g), 48 e 72 h antes das coletas de sangue e de urina,
respectivamente. Devido a alta estabilidade do AA no soro, para evitar o efeito interferente é
necessario esperar um tempo superior ao recomendado para a realizagdo dos ensaios.
Finalmente, baseado no mecanismo de interferéncia, podemos sugerir que substincias
redutoras do AA deveriam ser acrescentadas aos reagentes para aumentar a resisténcia contra
o efeito interferente do AA, tendo em vista que a 4-aminofenazona e os compostos fenélicos
ndo reagiram com o AA.
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ABSTRACT



Abstract

Ascorbic acid (AA), when present in biological samples, can interfere in the laboratory
tests. The aims of this study were: i) to evaluate the interference level of several doses of AA
in the serum and urinary biochemical tests that use redox reactions, in samples collected after
ingestion of vitamin C at different period of time; /i) to compare the degree of interference by
AA in vitro by using different reagent kits and dipsticks; iii) to verify the time of AA
autoxidation in serum samples and the subsequent interference decrease; /v) to study the
possible mechanisms of interference by AA in laboratory tests based on oxidase/peroxidase
systems that use 4-aminophenazone and phenolic compounds (Trinder-reaction). After
ingestion of 0,15 to 4 g/d of vitamin C during one week, serum AA levels increased
significantly and inhibited serum bilirubin and urate assays including 12 and 24 h after
ingestion, respectively (p<0,05). Triglyceride assay was also inhibited in samples collected 12 h
after ingestion of 4 g/d vitamin C, while total cholesterol, glucose and creatinine tests did not
had interference. Urinary AA levels were high enough to interfere in urinary glucose and
hemoglobin reactions until 48 h after ingestion. AA addition to serum in vitro, at similar
concentration of that obtained after oral vitamin supplementation, interferes significantly in
urate test, whereas higher amount of AA, commonly observed after intravenous administration,
interferes also in the triglyceride, total cholesterol, glucose and total bilirubin. Comparison of
interference level between ex vivo and in vitro data showed that AA may interfere in the
bilirubin metabolism, while for the other biochemical analytes there was analytical interference
only. Different amounts of AA added to urine samples also inhibited reaction for detection of
urinary glucose, hemoglobin, nitrite, bilirubin, and in lesser extension, for leucocyte. In general,
the level of interference was proportional to AA concentration and inversely proportional to
analyte amount in the samples. Important interference levels by AA were not observed among
different kits and reagent-strips studied. Based on the AA concentration there was an
interference in the Trinder reaction, mainly for urate assay, including 72 h after AA addition.
The results of the in vitro studies showed that dehidroascorbic acid did not interfere in the
reactions. Stability of AA in serum samples was higher than in aqueous solution, thus it is the
probable cause of prolonged interference. The mechanism of interference of AA in the Trinder
reaction, that use 4-aminophenazone and phenolic compounds, showed that AA was oxidized
by hydrogen peroxide in the presence of peroxidase, thus depleting the peroxide necessary to
generate chromophore. AA did not interfere with 4-aminophenazone and phenolic compounds,
neither destroyed chromophore. Based on our results, we can conclude that ingestion of small
doses of AA can interfere in the laboratory assays and that interference is dependent of the
time period of sample collection after vitamin C ingestion. Therefore, to avoid false-negative
results we suggest that consumption of high doses of vitamin C (2-4 g) should be suppressed
48 and 72 h before collection of blood and urine samples, respectively. To eliminated
interference by AA in vitro it is necessary standing samples for a longer time than that
commonly recommended, due to the higher stability of AA in serum. Finally, based on the
mechanism of interference by AA, it is suggested that AA inhibitors should be include in the
reagent kits and dipsticks to improve resistance against AA interference, because 4-
aminophenazone and phenolic compounds in the Trinder systems studied do not react with
AA.
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PRINCIPAIS ABREVIATURAS

4-AF - 4-aminofenazona (4-aminoantipirina)

CLAE - (HPLC) - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

COD - Colesterol oxidase

DHBS - Acido 3,5-dicloro-hidroxibenzenosulfonico

DNPH - 2,4-dinitrofenilhidrazina

EDTA - Acido etileno-diamino-tetra-acético

GOD - Glicose oxidase

HEPES - (N-[2-hidroxietilJpiperazina-N'-[2-4cido etanosulfonico])

"Kit" - Conjunto de reagentes comerciais para uso diagndstico in vitro
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Introducdo

1.1. Acido Ascérbico

O 4cido ascorbico, normalmente conhecido como vitamina C, € uma vitamina
hidrossoluvel essencial para o funcionamento do organismo. O acido ascérbico € a forma
endlica do 2-oxo-L-gulofuranolactona (Orten e Neuhaus, 1982). A dupla ligagdo entre os
carbonos 2 e 3 do anel lactona de 4 carbonos ¢é facilmente oxidada, sendo que a oxidagio desta
ligagdo enedidlica produz o acido dehidroascorbico. Este ultimo pode ser irreversivelmente
degradado pela abertura hidrolitica do anel lactona para formar o acido 2,3-dicetoguldnico,
que ndo ¢ biologicamente ativo (Fig. 1). Essas reagdes ocorrem na presen¢a de oxigénio,
tracos de ions metalicos, e sdo aceleradas pelo calor e condigdes de pH neutro a alcalino

(Combs, 1998).

(I)H (])H
O 0. _CHCH,OH _2H Oy O _CHCH,OH
HO OH Jd o
Acido ascorbico + H2(VAcido dehidroascorbico

Acido dicetogulénico
Figura 1. Estrutura quimica do acido ascorbico e seus produtos de oxidag@o, acidos

dehidroascorbico e dicetoguldnico.

Os acidos ascorbico e dehidroascorbico sdo as unicas formas biologicamente ativas da
vitamina C, ambos sdo efetivos no tratamento do escorbuto, doenga caracterizada pela
deficiéncia da vitamina C. Aproximadamente 90% da vitamina C presente nos tecidos animais
encontra-se na forma de acido ascorbico. As plantas e a maioria dos animais sintetizam o acido
L-ascorbico a partir da glicose ou galactose. Os animais incapazes de sintetizar o acido

ascorbico, como os humanos, ndo possuem a gulonolactona oxidase, enzima final da via

20



Introducdo

biossintética que catalisa a formagdo de 2-ceto-gulonolactona, a qual tautomeriza
espontaneamente a acido ascorbico (Basu e Schorah, 1982).

A vitamina C é abundante em frutas e na maioria dos vegetais, particularmente naqueles
compostos de folhas verdes. Infelizmente, a vitamina C ¢ a mais 1abil vitamina nos alimentos e
parte de sua atividade é perdida através da auto-oxidag@o durante a preparagdo, cozimento e
armazenamento dos alimentos. O conteido de vitamina C da maioria dos alimentos diminui
drasticamente durante o armazenamento devido aos efeitos conjuntos de varios processos
pelos quais a vitamina pode ser destruida. As melhores fontes animais sdo figado e rins,

somente pequenas quantidades sdo encontradas no tecido muscular (Combs, 1998).

As espécies que ndo podem sintetizar o acido ascorbico adqu}rem a vitamina através da
dieta, e absorvem-na por um mecanismo de transporte ativo saturavel, mediado por um
carreador que € dependente de sodio e inibido pelo acido acetilsalicilico (Combs, 1998). A
concentragdo plasmatica de acido ascorbico apresenta uma relagdo sigmoide com o nivel de
vitamina C ingerido, com saturagdo alcangada por doses diarias de, no minimo, 1 g. A
absor¢do da vitamina C ocorre, predominantemente, na por¢do distal do intestino delgado. A
eficiéncia da absor¢do de doses fisiologicas de vitamina C (< 180 mg/d para humanos adultos)
¢ alta, entre 80-90%. A absor¢do diminui drasticamente com doses de vitamina C maiores do
que 1g. Assim, a absor¢do de aproximadamente 75% de uma dose de 1 g de vitamina C,
diminui para 40% com a dose de 3 g e cerca de 24% com 5 g; apresentando uma absor¢io
maxima de 1-1,2 g com a ingestdo de 3 g da vitamina (Combs, 1998). A vitamina C ¢
encontrada na maioria dos tecidos, mas os tecidos glandulares, como a pituitaria, o cortex
adrenal, o corpo luteo e o timo possuem as mais altas quantidades. A retina possui 20-30 vezes
a concentragdo encontrada no plasma (Harper, 1979). Os leucocitos, em particular, também
contém altos niveis de vitamina C. A difusdo passiva € responsavel por grande parte da entrada
da vitamina C para o interior de células como leucdcitos e eritrocitos, mas um mecanismo de
transporte ativo pode também operar, especialmente em plaquetas, adrenais e células da retina.
A livre difusio do acido dehidroascorbico para dentro das células, seguida pela redugdo
intracelular até a forma menos difusivel do ion ascorbato, poderia explicaf a ocorréncia de

concentragdes maiores de ascorbato nos leucocitos do que no plasma (Combs, 1998).

21



Introducdo

Quando os niveis teciduais de acido ascorbico encontram-se saturados, o nivel.
plasmatico eleva-se e o excesso de vitamina € excretado através dos rins. Um nivel
continuamente baixo de acido ascorbico no plasma (<0,1 mg/dL) pode levar ao escorbuto. Em
humanos um nivel plasmatico de 0,4-1,4 mg/dL corresponde a ingestdo diaria de cerca de 40
mg de vitamina C (Combs, 1998). Niveis plasmaticos de vitamina C superiores a 1 mg/dL
refletem um “péol” corporeo maximo, enquanto que niveis inferiores a 0,2 mg/dL (0,011
~mmol/L), ou uma concentra¢do nos leucdcitos inferior a 7 mg/dL, indicam um alto risco de
deficiéncia da vitamina C (Jacob e Milne, 1993; Sauberlich, 1986). Os niveis leucocitérios,v
enquanto tecnicamente mais dificeis de se determinar, encontram-se mais proximos dos niveis
corporeos e do “pool” tecidual do que os valores plasmaticos. Estes tltimos estdo mais
relacionados a ingestdo da vitamina C (Driskell, 1986). No entanto, dois estudos estimaram
que a ingestio de vitamina C foi responsavel por apenas 25-27% da variagdo de acido

ascorbico no plasma (Jacob e cols., 1988; Jacques e cols., 1987).

O requerimento de vitamina C encontra-se aumentado em patologias € em condig¢des de
prolongado estresse fisioldgico, como no alcoolismo, no céncer, em fumantes e usuarios de
contraceptivos orais esteroidais (Statland, 1992; Roe, 1981). O fato de que os fumantes
possuem um baixo nivel corporeo de acido ascorbico ja é conhecido desde a década de 1960
(Hornig e cols., 1988). O provavel mecanismo nesta situagdo é uma aumentada taxa de
“consumo da vitamina C (Kallner e cols., 1981). Estudos também demonstraram que pacientes
diabéticos possuem uma baixa concentragdo de acido ascorbico no plasma e nos leucocitos
(Kaliner e cols., 1981; Sfankova e cols., 1984). Sugere-se que o carreador para o trdnspone do
acido ascorbico serve também como carreador para a glicose, o qual estd inibido pela
hiperglicemia nos pacientes diabéticos (Kapeghian e Verlangieri, 1984). O numero de
carreadores pode também ser aumentado pela ag@o da insulina que esta diminuida nos

diabéticos (Stankova e cols., 1984).

A excregdo da vitamina C ocorre, primariamente, como metabolitos urinarios: 20-25%
como 4cido ascorbico e acido dehidroascorbico, cerca de 20% como acido dicetogulonico, 40-
45% como oxalato e somente pequenas quantidades como ascorbato-2-sulfato. O ascorbato

atravessa os glomérulos sem ser transformado, sendo ativamente reabsorvido nos tubulos por
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um mecanismo saturavel mediado por transportador (Combs, 1998). Com o consumo de doses
maiores do que 500 mg por dia (isto €, quando a concentragdo plasmatica de acido ascorbico
excede 1,2-1,8 mg/dL), todo o acido ascorbico acima desse nivel € excretado sem
transformagéo, ndo provocando assim, aumento no conteido armazenado nos tecidos. Desta
forma, quando o acido ascorbico ndo € captado pelas células em uma taxa normal apds a
ingestdo da vitamina, o excedente sera excretado na urina. A excre¢do urinaria do acido
ascorbico pode ser promovida também pelo uso de certos medicamentos, como o acido

acetilsalicilico e os barbituratos (Combs, 1998).

O acido ascorbico, como potente agente redutor, € capaz de doar elétrons para
aceptores nas reagdes de oxido/redu¢do do metabolismo basico, por exemplo, para ions
cupricos e férricos, ions metalicos ligados a varios citocromos e para o oxigé€nio (Orten e
Neuhaus, 1982). A vitamina C € necessaria para a atividade 6tima de varias enzimas e tem a
fungio de manter os ions metalicos do grupo prostético na forma reduzida (Padh, 1991). O
ascorbato é também um excelente seqiiestrador de agentes oxidantes e radicais livres, incluindo
o peréxido de hidrogénio, o dnion radical superoxido e os radicais hidroxila € peroxila. A
vitamina funciona como um antioxidante em micro-compartimentos aquosos, cOmo no
citoplasma e no fluido extracelular, através da doagdo de um de seus elétrons para estes
radicais livres. O elétron desémparelhado € responsavel pela alta reatividade quimica dos
radicais livres, o que lhes confere a habilidade de danificar outros constituintes celulares
(Lunec, 1992; Moster e Bendish, 1991). Aproximadamente um quarto dos radicais peroxilas
circulantes sdo eliminados pela vitamina C (Bankson e cols., 1993). O acido ascorbico pode
também afetar o balango entre os produtos oxidativos e os mecanismos de defesa antioxidantes
através da regeneragdo do radical tocoferoxila, o mais importante antioxidante lipossoluvel, a

vitamina E.

O acido ascorbico possui, também, um importante papel nas rea¢des de hidroxilagdo,
sendo essencial para a formagio do colageno protéico. (Moster e Bendish, 1991). Os
aminoacidos prolina e lisina devem ser hidroxilados apos a incorporagdo dos mesmos no
polipeptideo pro-colageno. Se isto ndo ocorrer, a estrutura final em tripla hélice do colageno

ndo pode ser formada. Esta estrutura unica do colageno fornece a integridade estrutural
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caracteristica do tecido conjuntivo. A vitamina C também ¢ identificada como um promotor ou
facilitador para o metabolismo do colesterol, da histamina e da tirosina, proliferagdo linfocitica
e transformagdo de linfocitos B e T, funcionamento dos macrofagos, quimiotaxia neutrofilica,
reducdo de folato e absor¢do, distribuicdo e armazenamento do ferro dietético (Basu e
Schorah, 1982). O acido ascorbico diminuiu ainda os niveis séricos de colesterol total,
colesterol da Hpoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) e triglicerideos em alguns
individuos (Driskell, 1986; Jacques € cols., 1994). A hipovitaminose C pode assim, aumentar o
risco de hipercolesterolemia (Simon e cols., 1993). Portanto, o acido ascorbico tem intimeras e
variadas fungdes no organismo pelo seu importante papel no sistema bioquimico de 6xido-
redugdo, envolvendo o transporte de elétrons; agdo antioxidante, co-substrato de enzimas;
metabolismo de ions metalicos; fun¢do imune; em doengas cardiovasculares, diabetes, catarata,

cancer, gripe, herpes labial, hipercolesterolemia, infecgdes e estresse (Combs, 1998).

A vitamina C, quando em excesso, € facilmente excretada pela urina e, € de aceitagdo
geral que os efeitos colaterais oriundos de mega-d'oses sdo minimos. No entanto, existem
relatos de distirbios gastrointestinais, aumentada hemolise em individuos com deficiéncia da
glicose-6-fosfato desidrogenase, interagdo com o anticoagulante warfarina, aumentada
destrui¢do da vitamina Bi,, excessiva absor¢do do ferro da dieta e uricostiria ou oxaluria com
relativo potencial para a formagdo de calculos renais. Em doses farmacologicas ou em mega-
doses na presenca de ferro, a vitamina C é um dos mais potentes oxidantes conhecidos e
provoca a geragdo de radicais livres catalisados pelo ferro (Herbert, 1994). Em relagdo a
urolitiase, os estudos sdo controversos. A ingestdo de 8 g/d provocou a conversdo normal de
4cido ascorbico a oxalato (Wilson e Liedtke, 1991). Esta conversdo ¢ acelerada em certas
pessoas e pode resultar em precipitagdo de calculos de oxalato (Stein e cols., 1976). No
entanto, em estudos com animais, a administragdo de até 600 mg de acido ascdrbico’kg de

peso nio induziu cristaluria, calcificagdo ou formagdo de calculos (Singh e cols., 1993).

O acido ascorbico atua, mediado pelo citocromo P450, no sistema microssomal
hepatico de fungdo mista. Uma de suas fungGes € a 7-a-hidroxilagdo do colesterol, a qual € o
passo inicial na formagdo dos acidos biliares. Assim, sugere-se que o acido ascorbico tem um

efeito hipocolesterolémico influenciando na eliminagdo do colesterol no organismo (Aro e
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cols., 1988). Como um sequestrador de radicais livres, a vitamina C pode inibir a modiﬁcagio
oxidativa da lipoproteina de baixa densidade, diminuindo, assim, o risco aterogénico dessa
lipoproteina (Bankson e cols., 1993). Alguns estudos de correlagdo reportam uma alta
associagdo inversa entre a ingestdo de vitamina C e o risco para o desenvolvimento de doengas
cardiacas isquémicas, mortalidade devido as doengas cardiacas ou mortalidade em geral
(Enstrom e cols., 1992; Steinberg, 1993; Russell e Suter, 1993). Além da utilizagdo em casos
de hipercolesterolemia, a vitamina C tem sido usada terapeuticamente, ainda, no tratamento da
sindrome de Chediak-Higashi (Brin, 1982). Apesar disso, as vantagens e desvantagens da -
terapia megavitaminica estdo atualmente em debate. Pesquisas cientificas e estudos clinicos
estdo ainda em progresso e as respostas definitivas sobre este assunto ndo estdo disponiveis

neste momento.
1.2. Interferéncia do Acido Ascorbico nas Determina¢des Bioquimicas

Varios relatos na literatura indicam que grandes quantidades de acido ascorbico afetam
a determinagdo de varios parametros bioquimicos (Siest e cols., 1978; Badrick e Campbell,
1992; Freemantle e cols., 1994; Russell e Suter, 1993, Zoppi e Fenili, 1980; Young, 1983;
Zweig e Jackson, 1986). Em termos metodoldgicos, a natureza e a extensdo da interferéncia
variam com o procedimento analitico e com o equipamento utilizado (Freemantle e cols.,
1994). Badrick e Campbell (1992) relataram um caso em que a administragdo endovenosa de
30 g de ascorbato de sodio em um paciente provocou significantes altera¢des nos niveis de
varios parametros bioquimicos plasmaticos, analisados pouco tempo apds a injegdo. Este
estudo demonstrou uma sensivel diminuigio nos valores de colesterol, triglicerideos e acido
urico e, ao contrario, um aumento nos niveis de creatinina € sodio. Outros autores também
descreveram a interferéncia provocada pelo acido ascorbico in vitro. As principais alteragdes,
observadas apods a adigdo do acido ascorbico as amostras de plasma, foram uma significativa
diminui¢do nos valores de glicose, colesterol, triglicerideos, bilirrubina e uratos € um aumento

nos niveis de fosfato (Freemantle e cols., 1994; Young, 1983).

A alta incidéncia de significantes concentragdes de acido ascorbico na urina, como uma

consequéncia da suplementagdo vitaminica, apresenta sérias implicagdes também para a rotina
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de urinalise. Concentragdes superiores a 41 mg/dL (2,3 mmol/L) de acido ascorbico ja foram
encontradas na urina de individuos ingerindo doses de 100-250 mg de vitamina C por dia
(Bridgen e cols., 1992). O limiar de excregdo renal € igual a 1,5 mg/dL (0,085 mmol/L), sendo
que tal nivel sérico € obtido pela ingestdo de apenas 100 mg de acido ascorbico (Gilman,
1990). Assim, os testes urinarios utilizando tiras reativas que envolvem sistemas indicadores
com reagdes de Oxido-redugdo por peroxidases, como por exemplo, para a glicose e
hemoglobina, estdo sujeitos a sofrer interferéncia pelo acido ascorbico (Brandy e cols., 1977,
Berg, 1986). Zweig e Jackson (1986) demonstraram que uma suplementa¢do de vitamina C
considerada modesta (350 a 1000 mg/d) resultou no aparecimento de acido ascorbico na urina
em concentragdes suficientemente altas para inibir, de forma significativa, as deteﬁninagﬁes de
hemoglobina e de glicose, realizadas em amostras coletadas 1 a 3 h apos a ingestio da
vitamina. Bridgen e cols. (1992) também demonstraram que a suplementa¢do oral com doses
de 100, 250, 500 e 1000 mg de vitamina C ou suco de frutas contendo a vitamina, resultou em
uma concentracio de acido ascoOrbico urinario suficiente para produzir resultados falso-
negativos para glicose e hemoglobina, inclusive com a menor dose estudada. Berg (1986) e
Rice e Galt (1985) verificaram a interferéncia negativa causada pelo acido ascorbico in vitro na
determinagdo de glicose urinaria e sérica, respectivamente. A comparagdo das marcas de
reagentes para determinagdo de glicose mostrou uma interferéncia altamente variada, sendo

maior na presenga de pequenas concentragdes de glicose (Berg, 1986).

As determinagdes de varios pardmetros bioquimicos podem ser realizadas utilizando-se
oxidases especificas que produzem peréxido de hidrogénio, cuja concentragio € proporcional a
concentragdo do analito a ser determinado. Na presenga de peroxidase, o perdéxido de
hidrogénio resultante oxida compostos que ndo absorvem luz no visivel em compostos
coloridos, isto €, gera um cromogeno. Assim, a intensidade de cor formada ¢ diretamente
proporcional & concentragio do substrato inicial e pode ser determinada
espectrofotometricamente. Em muitos métodos para a determinagdo de analitos bioquimicos
como glicose, acido urico, colesterol e triglicerideos, o peroxido de hidrogénio oxida a 4-
aminofenazona, a qual combina-se com um composto fendlico para formar uma quinonaimina
colorida com alto coeficiente de absortividade molar. Este método, largamente utilizado em

bioquimica clinica, foi descrito por Trinder (1969). O acido ascorbico pode interferir com esta
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seqii€ncia de reagdes atraveés de uma ou mais formas: i) consumo do peroxido de hidrogénio
necessario para oxidar o cromogeno (Fig. 2A); ii) interferindo na formagdo do cromdgeno
colorido, isto €, reagindo com os constituintes da rea¢do de Trinder (Fig. 2B) e/ou; iii)

afetando a estabilidade do cromdgeno formado, ou seja, reduzindo-o (Fig. 2C).

A

OH
0 é 0 OH
o I —CH,0H Peroxidase O= é_CHZOH
H * ALy & + 2H0
HO OH O
7 e
Acido Ascorbico . Acido Dehidroascdrbico
: OH : N
N o H3C—N/ O
H3C~—N/ Peroxidase
H3C NH2

4-Aminofenazona Fenol

Quinonaimina

C

4-Aminofenazona + Fenol + H202

Peroxidase

Quinonaimina

Acido Ascérbico

Figura 2. Possiveis mecanismos de interferéncia do dcido ascérbico. A) Oxidagdo do acido
ascorbico pelo peroxido; B) Reagdo de Trinder, com cujos componetes o acido ascorbico pode
interferir; C) Redugfo da quinonaimina (cromdgeno formado) pelo acido ascorbico.
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O acido ascorbico poderia, ainda, interferir na reagdo das oxidases, mas segundo
White-Stevens (1982), este mecanismo parece improvavel por causa do potencial elétrico de
oxido-redu¢do para a maioria das ﬂa?oproteinas permanecer abaixo do potencial do
dehidroascorbato/acido ascorbico (0,08 V em pH 6,4) (White e cols., 1976). Realmente, na
literatura consultada ndo foi encontrada qualquer indicagdo para a possibilidade de reagdo
entre as oxidases e o acido ascorbico. Uma outra possibilidade de interferéncia seria pela
producdo de radicais livres a partir da oxidag@o espontinea do acido ascorbico em solugdo
gerando o anion radical superoxido (Hirata e Hayaishi, 1975), ou pela reagdo entre a
peroxidase/perdxido de hidrogénio (composto I) e o acido ascorbico, formando o "composto
II" e o radical ascorbila (Yamazaki e cols., 1960). O radical superéxido pode dismutar o
peréxido de hidrogénio, via reagdo de Haber-Weiss, em oxigénio e agua (Haber e Weiss,
1934) e o radical ascorbila pode oxidar certos cromogenos (Johnson e Overby, 1969). No
entanto, esse mecanismo € de dificil demonstragio, além do fato da baixa reatividade do radical

ascorbil (Yamazaki e Piette, 1963).

O mecanismo de interferéncia do acido ascorbico na reagdo de Trinder, utilizando a 4-
aminofenazona e os compostos fenolicos, ndo esta totalmente esclarecido. Alguns autores tém
especulado que o mecanismo de interferéncia envolve a oxidagdo do acido ascérbico pelo
peréxido/peroxidase, consumindo, assim, o peroxido de hidrogénio necessario para prodﬁzir o
cromoégeno colorido, ou entdo, o acido ascérbico pdderia reduzir o cromogeno colorido
formado (Sharp, 1972; Maguire e Price, 1983; Fossati e cols., 1980). No entanto, até o

momento ndo se sabe qual das possibilidades, descritas acima, predomina.

A reagdo da creatinina pelo método de Jaffé modificado também pode sofrer
interferéncia pelo acido ascorbico. A creatinina e outros componentes do soro reagem com a
solu¢do de picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha. O acido
ascorbico interfere por reagir com a solugdo de picrato alcalino, originando resultados
falsamente positivos (Kaplan e Pesce, 1996). Além disso, o acido ascorbico também € capaz de
destruir o reagente diazo, utilizado na reagdo de diazotagdo usada para a detecg¢io de
bilirrubina sérica e urinaria, nitrito e leucocitos urinarios, podendo desta forma interferir nos

resultados (Bishop e cols., 1996).
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Justificativa e Objetivos

O crescente consumo de acido ascorbico, como uma forma de combater ou prevenir
resfriados, doengas cardiovasculares, canceres e outras patologias (provavelmente pelo seu
alto poder antioxidante) torna-se um agravante adicional para os profissionais da area de
analises clinicas. O acido ascorbico, quando presente nas amostras biologicas, pode alterar
significativamente os resultados das analises bioquimicas, levando a um falso diagnostico
clinico laboratorial. Varios estudos in vitro ja demonstraram esse efeito pela adi¢do do acido
ascorbico as amostras biologicas antes da realizagdo dos ensaios bioquimicos. No entanto,
resta estabelecer se 0 mesmo nivel de alteragcdo ocorre também em amostras de sangue e de
urina coletadas apos a ingestdo de acido ascorbico, pois deve ser considerada a velocidade de
eliminagdo plasmatica e a pequena meia-vida do acido ascorbico em solug@o. Portanto, os
objetivos deste estudo sdo:

1) avahar a interferéncia do 4cido ascorbico nas determina¢des de parametros
bioquimicos que utilizam a rea¢do de Trinder ou outras reagdes de oOxido-redugdo, em
amostras de soro e de urina obtidas de individuos saudaveis apds a ingestdo de diferentes doses
de vitamina C e coletadas em diferentes periodos de tempo;

2) Tendo em vista que a interferéncia causada pelo acido ascorbico pode ser
dependente do tipo e da concentragdo dos reagentes quimicos, estudos complementares foram
realizados in vitro para comparar as diferentes marcas comerciais de “kits” e tiras reativas,
adicionando-se varias concentragdes de acido ascorbico em amostras de soro e de urina;

3) Devido a pequena meia-vida do acido ascorbico em solugdo, verificamos o tempo
necessario para a diminui¢do da interferéncia em amostras de soro. Para tal foram realizadas
determinagdes em diferentes periodos de tempo ap0s a adig@o do acido ascorbico,

4) Por fim, tivemos como objetivo estudar possiveis mecanismos de interferéncia do

acido ascorbico nas reagdes baseadas no sistema oxidase/peroxidase.

A quantificagdo da interferéncia provocada pela ingestdo de vitamina C e o conhecimento do

mecanismo de interferéncia serdo de grande utilidade para possiveis medidas de intervengdo a

serem tomadas, particularmente em relagdo ao tempo de suspensio da ingestdo a ser seguido '
antes da coleta de amostras de individuos que consomem a vitamina C, em relagéo a escolha de

reagentes ou a adi¢do de possiveis inibidores da vitamina C aos reagentes de ensaios.
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Materiais e Métodos

3.1. Materiais

Os "kits" para as determinagdes séricas foram obtidos dos laboratérios Labtest (Lagoa
Santa, MG), Bioclin (Belo Horizonte, MG), Celm (Barueri, SP), BioSystems (Barcelona,
Espanha) e Biodiagnéstica (Pinhais, PR). As tiras reagentes para as determinag¢Ges urinarias
foram das marcas Rapignost Total-Screen (Behring, Alemanha), Multistix (Bayer
Diagnosticos, Argentina), Medi-Test (Macherey-Nagel, Alemanha) e Combur Test M
(Boehringer Mannheim, Alemanha). O acido ascorbico, comercializado na forma de gotas e
comprimidos efervescentes, foi da marca Roche (Redoxon®). O acido ascorbico grau HPLC,
o acido dehidroascorbico, a peroxidase tipo 11, de rabanete, (EC 1.11.1.7), a 4-aminofenazona
(4-aminoantipirina), o fenol, o acido dicloro-hidroxibenzenosulfonico (DHBS) e o tampéo
HEPES foram obtidos da Sigma Co. (Estados Unidos). Os demais reagentes foram

provenientes de diversas fontes e todos foram reagentes analiticos.

3.2. Métodos

3.2.1. Protocolo Experimental para o Estudo in vivo

Foram selecionados 18 individuos considerados saudaveis pela equipe médica do HU-
UFSC, ndo fumantes, previamente informados e estando de comum acordo com o protocolo
experimental (aprovado pelo Comité de Bioética da UFSC - Anexo I). Os participantes
consumiram por via oral doses crescentes e sucessivas de acido ascorbico durante 6 semanas.
As doses de vitamina C foram de 0,15, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 ¢ 4,0 gramas por dia, com intervalo
de 3-4 dias entre as doses. Cada dose foi ingerida de forma Gnica apds a ultima refei¢do do dia
durante uma semana. As amostras de sangue e de urina foram coletadas na manha do 8° dia de
cada semana, 12 h apos a ingestdo da vitamina C, sendo que os individuos também
permaneceram em jejum durante este tempo. Apos a coleta de sangue e de urina, os individuos
tomaram o desjejum e mais uma dose de vitamina C. Amostras subseqiientes de sangue e de
urina foram coletadas 4, 24 e 48 h ap0s essa ingestao.

Antes de iniciar o estudo com a vitamina C, amostras semanais de sangue foram
coletadas de cada individuo, apds jejum de 4 e 12 h durante 3 semanas, para se estabelecer os
niveis basais dos pardmetros bioquimicos séricos e a variagdo bioldgica (Marcovina e cols.,

1994). Assim cada individuo foi o seu proprio controle.
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| Considerando-se que os participantes foram individuos saudaveis, para as
determinagdes urinarias foram adicionadas as amostras de urina solugdes de glicose (20 g/dL)
e hemoglobina (1-2 g/dL) para obter amostras com 25-1000 mg/dL de glicose e 0,06-6,0
mg/dL de hemoglobina. Amostras de urina obtidas de individuos sauddveis que ndo receberam

suplementacdo de vitamina C foram utilizadas como controle.

3.2.1.1. Determinacdes Bioquimicas Séricas

O sangue foi coletado em tubos a vacuo com gel separador (Vacuette®, Greiner
Labortechnik, Austria). O soro foi obtido por centrifugagdo do sangue durante 15 min a 750 x
g e analisado imediatamente. As determinagdes dos parametros bioquimicos glicose, colesterol
total, triglicérides, creatinina, acido urico e bilirrubina, foram realizadas por métodos
colorimétricos, enzimaticos ou ndo, segundo as instrugdes do fabricante Labtest. As leituras
das absorbéncias foram realizadas no espectrofotometro MicroLab 200 (Merck). Para a

garantia do controle de qualidade das determinag&es utilizou-se o soro controle Control-Lab.

3.2.1.2. Determinacdes Bioquimicas Urindrias

Os parametros bioquimicos glicose € hemoglobina foram analisados utilizando-se tiras
reativas Rapignost Total Screen e Multistix 10SG. Antes da realizagio dos ensaios,
concentragdes crescentes de glicose (concentragdo final: 25, 50, 150, 350, 500, 750 ¢ 1000
mg/dL) e hemoglobina (0,06, 0,12, 0,60, 2,0, 4,0 e 6,0 mg/dL) foram adicionadas as amostras
de urina. A hemoglobina foi obtida de hemacias humanas lisadas com solugdo hipotonica. Os
pardmetros foram analisados dentro de 120 min e, quando se observaram interferéncias, uma

segunda analise foi realizada apds 6 h de repouso das amostras a 4°C.

3.2.1.3. Determinaciio do Acido Ascérbico no Soro e na Urina

O acido ascorbico foi determinado utilizando-se o método espectrofotométrico da 2,4-
dinitro-fenil-hidrazina que forma o complexo bis-hidrazona de cor vermetha (McCormick e
Greene, 1994). O acido ascorbico, presente nas amostras de soro e de urina, ¢ oxidado pelo
cobre (Cu®") para formar o acido dehidroascérbico, o qual reage com a 2,4-dinitro-fenil-
hidrazina 4cida para formar a bis-hidrazona de coloragdo vermelha, cuja absorbancia foi

médida em 520 nm.
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3.2.2. Protocolo Experimental para o Estudo in vitro

Baseado nos niveis de acido ascorbico encontrados nas amostras de soro € de urina
apos a ingestdo das varias doses de vitamina C, quantidades crescentes de acido ascorbico
foram adicionadas ao “pool” de soro e de urina e as varias determinag¢des foram realizadas de
acordo com as instru¢bes dos diferentes fabricantes. Foram utilizados os "kits" para ensaios
sericos dos laboratorios Labtest, Bioclin, Celm, BioSystems e Biodiagnostica (composigdo dos
“kits” — Anexo II) e para as analises urinarias foram utilizadas as tiras reagentes das marcas

Rapignost Total Screen, Multistix, Medi-Test e Combur Test.

3.2.2.1. Analise dos parametros bioquimicos séricos

As determinagdes dos parametros bioquimicos glicose, colesterol total, triglicérides,
creatinina, acido urico e bilirrubina total foram realizadas nas 2 primeiras horas apos a adi¢do
do acido ascorbico. Determinagbes subsequientes foram realizadas com as mesmas amostras
apos 6, 12, 24, 48 e 72 h, segundo as instrugdes dos diferentes fabricantes. As amostras foram
armazenadas e protegidas da luz a 4°C. O laboratorio Biodiagnodstica ndo dispomibilizou o
“kit” para bilirrubina € o laboratorio Celm ndo utiliza o sistema oxidase/peroxidase para a
determinagdo de triglicérides, portanto, ndo constam resultados destes analitos para as

respectivas marcas. Encontram-se abaixo as reagdes de Trinder utilizadas:

Acido Urice
, uricase
Acido urico + O, + HyO -=-emmeaemea- ->» Alantoina + CO; + H,O,
peroxidase
2.H,0, + DHBS + 4-Aminoantipirina —> Antipirilquinonaimina + 4. H,O
Triglicérides
lipase ,
Triglicérides ---------- ~> Glicerol + Acidos Graxos
glicerolquinase
Glicerol + ATP -> Glicerol-3-Fosfato + ADP
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glicerol-3-fosfato oxidase

Glicerol-3-Fosfato + O, - Dihidroxiacetona + H,O,
peroxidase
2.H,0; + 4-Aminoantipirina + 4-Clorofenol ----------- -> Antipirolquinonaimina + 4. H,O
Glicose

glicose-oxidase '
Glicose + O, - Acido Gliconico + H,O-,

: peroxidase ,
2.H,0, + 4-Aminoantipirina + Fenol ----------------- => Antipirilquinonaimina + 4 H,0O

Colesterol total

colesterol esterase
Esteres de Colesterol - Colesterol + Acidos Graxos

colesterol oxidase
Colesterol + O, - Colest-4-en-3-ona + H,0,

peroxidase
2.H,0; + 4-Aminoantipirina + Fenol ----------------- => Antipirilquinonaimina + 4. H,O

3.2.2.2. Anailise dos parametros bioquimicos urinarios

Os analitos estudados foram adicionados em concentragdes crescentes as amostras de

urina (concentragdo final): glicose (50, 150, 350 e 500 mg/dl); hemoglobina (0,12, 0,60, 2,0 e
4,0 mg/dL); nitrito de sodio (0,1 a 0,5 mg/dL) leucocitos (1 x 10° a 1 x 10° células/mL) e;

bilirrubina (1,0 a 3,5 mg/dL; obtida de soro iétérico). Os ensaios foram realizados nas 2

primeiras horas apds a adigdo do acido ascorbico utilizando-se as varias marcas de tiras

reagentes. As tiras reativas Medi-Test e Rapignost ndo possuem reagdo para detecgdo de

leucocitos. A tira Rapignost também ndo possui reac@o para a detecgdo de bilirrubina.

A determinagio de glicose foi baseada na reagdo de Trinder, abaixo:

glicose oxidase
Glicose + 1/2 O, ——— » Acido Gulonico + H,0,
peroxidase
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2H,0, + Cromogénio ——— » Cromogeno Oxidado

As analises quimicas para a detecgdo de sangue na urina utilizam a atividade da pseudo-
peroxidase da hemoglobina para catalisar uma reagdo entre o peroxido de hidrogénio e o
cromogénio tetrametilbenzidina, produzindo o cromdgeno oxidado de coloragdo azul,
conforme descrito abaixo (Strasinger, 1996).

Hb-pseudo-peroxidase
H,0, + Cromogénio » Cromégeno Oxidado + 2H,0

A bilirrubina reage com o diazo-reagente (acido sulfanilico e nitrito de sédio) e forma o
complexo azo-bilirrubina de coloragdo vermelha (Bishop e cols., 1996).
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