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RESUMO

EFEITO IN VITRO DO ACIDO URICO SOBRE A FRUTOSAMINA E HBAIC E
IMPACTO DE DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO SOBRE A
FRUTOSAMINA SERICA

AUTOR: Rogério Scolari
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
COORIENTADOR: Dr. José Antonio Mainardi de Carvalho

Os ensaios laboratoriais sofrem influéncia de fatores, que podem originar erros na dosagem
dos analitos. Entre os principais estdo a interferéncia de substancias diversas, como o acido
arico, e 0 armazenamento inadequado das amostras. Considerando que a hiperuricemia é um
dos achados relacionados ao diabetes mellitus, investigar a associacdo entre o &cido Urico e
biomarcadores como a frutosamina e a HbAlc é de grande importancia, uma vez que esses
ensaios sdo utilizados para monitorar a glicemia nesses individuos. Além disso, existem
escassas referéncias sobre a interferéncia do acido urico sobre estes biomarcadores, bem como
informagdes restritas acerca da estabilidade da frutosamina em diferentes condigdes de
armazenamento. Logo, este estudo teve como objetivo investigar o efeito in vitro do acido
urico sobre a frutosamina e a HbAlc, além de avaliar o impacto de diferentes condicGes de
armazenamento e de consecutivos ciclos de congelamento/descongelamento sobre a
frutosamina. A interferéncia do &cido drico foi avaliada em pools de amostras de soro ou
sangue, apos a adicdo de uma solucdo de acido urico 3,0 mmol/L (50,4 mg/dL), obtendo-se
concentracdo final de 0,55 mmol/L (9,2 mg/dL). A frutosamina foi medida pelo método
colorimétrico baseado na reducdo do azul de nitrotetrazolio, por meio do analisador
automatizado BS 380® (Mindray). A HbAlc foi medida usando método cromatografico,
através do analisador D10® (Bio-Rad). Para investigar a estabilidade da frutosamina, as
amostras de soro foram armazenadas a 4° C, -20° C e -80° C por até 28 dias, sendo analisadas
nos dias 1, 7, 14, 21 e 28. Ja o efeito do stress térmico causado pelo congelamento e
descongelamento das amostras foi avaliado ap6s o0 armazenamento das amostras a -20° C ou -
80° C. Cada amostra foi submetida a trés ciclos que ocorreram em um Unico dia, sendo as
determinacg6es de frutosamina realizadas apos cada ciclo. A adicdo de acido drico promoveu
um aumento de 8,3% na frutosamina, enquanto o HbAlc ndo se alterou. Além disso, 0
armazenamento das amostras a 4° C, -20° C e -80° C, por até 4 semanas, impactou de forma
significativa na concentracdo de frutosamina (P < 0,001). AlteracGes significativas sobre os
niveis de frutosamina, também foram observados apds o0s sucessivos ciclos de
congelamento/descongelamento das amostras a -20° C e -80° C (P < 0,01). Desse modo,
elevadas concentracfes de acido Urico provocaram um aumento nas concentracdes de
frutosamina, o que ndo foi observado na HbAlc. Ademais, o armazenamento do soro em
diferentes temperaturas e condi¢Ges alterou significativamente as concentracOes de
frutosamina.

Palavras-chave: Acido Urico. Estabilidade. Frutosamina. HbAlc. Interferéncia.



ABSTRACT

IN VITRO EFFECT OF URIC ACID ON FRUCTOSAMINE AND HBA1C AND IMPACT
OF DIFFERENT STORAGE CONDITIONS ON SERUM FRUCTOSAMINE

AUTHOR: Rogério Scolari
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco
CO-ADVISOR: Dr. José Antonio Mainardi de Carvalho

Laboratory tests are influenced by factors, which can cause errors in the analyte dosage.
Among the main ones are the interference of several substances, such as uric acid, and the
inadequate storage of the samples. Considering that hyperuricemia is one of the findings
related to diabetes mellitus, investigating the association between uric acid and biomarkers
such as fructosamine and HbALc is of great importance, since these tests are used to monitor
blood glucose in these individuals. In addition, there are few references about the interference
of uric acid on these biomarkers, as well as limited information about the stability of
fructosamine in different storage conditions. Therefore, this study aimed to investigate in vitro
effect of uric acid on fructosamine and HbAlc, in addition to assessing the impact of different
storage conditions and consecutive freeze-thaw cycles on fructosamine. The interference of
uric acid was evaluated in pools of serum or blood samples, after the addition of 3.0 mmol/L
(50.4 mg/ dL) uric acid solution, obtaining a final concentration of 0.55 mmol/L (9.2 mg/dL).
Fructosamine was measured by the colorimetric method based on the reduction of nitroblue
tetrazolium, using the automated analyzer BS 380® (Mindray). HbAlc was measured using a
chromatographic method, via the D10® analyzer (Bio-Rad). To investigate the stability of
fructosamine, serum samples were stored at 4° C, -20° C and -80° C for up to 28 days, being
analyzed on days 1, 7, 14, 21 and 28. The effect of thermal stress caused by the freezing and
thawing of the samples was evaluated after the samples were stored at -20° C or -80° C. Each
sample was subjected to three cycles that occurred in a single day, with the fructosamine
determination performed after each cycle. The addition of uric acid promoted an 8.3%
increase in fructosamine, while HbAlc did not change. In addition, the storage of samples at
4°C, -20° C and -80° C, for up to 4 weeks, had a significant impact on the fructosamine
concentration (P < 0.001). Significant changes on fructosamine levels were also observed
after successive freeze-thaw cycles of the samples at -20° C and -80° C (P < 0.01). Thus, high
concentrations of uric acid caused an increase in the concentrations of fructosamine, which
was not observed in HbAlc. In addition, storage of the serum at different temperatures and
conditions significantly altered the concentrations of fructosamine.

Keywords: Fructosamine. HbAlc. Interference. Stability. Uric acid.
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1 APRESENTACAO

As secbes MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO
encontram-se descritas detalhadamente no MANUSCRITO CIENTIFICO, que serd
submetido para um periédico da area e representam a integra deste estudo. O item
CONCLUSOES, encontrado no final desta dissertacio, apresenta interpretacbes e
comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes contidas no item INTRODUCAO e
REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacio, de modo que as referéncias utilizadas para

a elaboracdo do manuscrito estdo mencionadas no mesmo.
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2 INTRODUCAO

A fase pré-analitica é a primeira etapa que integra o processo total que envolve os
exames laboratoriais, englobando os procedimentos realizados antes da analise das amostras
(HAWKINS, 2012). Muitas variaveis envolvidas nessa etapa interferem diretamente na
qualidade amostral, exigindo que os laboratorios sigam as boas préticas de qualidade que
garantam a representatividade da amostra e a confiabilidade dos resultados posteriormente
obtidos (VON MEYER; CADAMURO, 2019).

Além disso, na etapa seguinte, fatores como a interferéncia de substancias endogenas
(DEN ELZEN et al., 2018) e exdgenas (LUNA-ZAIZAR et al., 2015) assumem grande
importancia, uma vez que também podem influenciar nos resultados dos exames. O impacto
dessa interferéncia depende da amplitude de variacdo do analito dosado, das condicGes
clinicas e do local de assisténcia ao paciente ou ainda do grau de conhecimento técnico-
cientifico dos profissionais envolvidos, apresentando assim, efeitos varidveis
(VASCONCELLOS, 2018). Como resultado, podem-se gerar repeticbes desnecessarias de
testes e custo adicional, além de erros de interpretacdo nos resultados, levando a diagnostico
incorreto, intervencdo inadequada e conclusdes prejudiciais para os pacientes (DIMESKI,
2008).

Os estudos de interferéncia sdo utilizados a fim de analisar o possivel impacto de
algumas substéncias sobre determinado analito e devem simular a realidade dos
procedimentos de laboratério (DIMESKI, 2008). Por meio desses, tem sido observado o
potencial de diversas substancias (DEN ELZEN et al., 2018; LUNA-ZAIZAR et al., 2015),
entre elas o &cido drico (CHINH, 1974; WU et al., 2016), de interferir na determinacdo de
parametros laboratoriais.

Evidéncias ja demonstraram que concentracdes séricas elevadas do acido urico,
caracterizando quadros de hiperuricemia, tém sido associadas ao diabetes mellitus (DM)
(CAUSEVIC et al., 2010; DU; MA; ZHANG, 2017). Nesse contexto, parametros como a
frutosamina e a hemoglobina glicada (HbAlc) assumem destaque por serem biomarcadores
utilizados no monitoramento desses individuos (RIBEIRO; MACEDO; RAPOSO, 2016).

A frutosamina é uma cetoamina, formada por glicacdo ndo enzimatica, entre agucares
redutores e proteinas, refletindo niveis médios glicémicos de curto prazo, uma vez que
representa principalmente a meia-vida circulante da albumina, a proteina sérica mais
abundante (RIBEIRO; MACEDO; RAPOSO, 2016). Por outro lado, a HbAlc é util para

monitorar os niveis glicémicos nos trés meses anteriores, além de ser utilizado no diagnostico
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do DM (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2020). Considerando que informacoes
acerca da interferéncia da hiperuricemia nesses parametros ainda sdo escassas, torna-se
importante investigar essa associacgao.

Outro parametro importante em relacdo a qualidade da amostra € a estabilidade.
Fatores como o armazenamento e os ciclos de congelamento/descongelamento sé&o
procedimentos comuns na rotina laboratorial, porém, quando realizados em condi¢tes
inadequadas podem impactar na concentracdo de alguns parametros bioquimicos. Isso ja foi
demonstrado através de estudos de armazenamento a curto prazo (IKEDA et al., 2015) e
longo prazo (CUHADAR et al., 2013), onde a estabilidade dos analitos foi afetada. Ainda,
investigacbes acerca do efeito do stress térmico, causado pelo congelamento e
descongelamento de amostras, também ja& demonstraram alteragdes nos resultados de
parametros séricos, dependendo das condi¢bes impostas (CUHADAR et al., 2013).

Contudo, apesar dos esforgos dispensados na busca por um melhor entendimento sobre
condigOes adequadas de manuseio e armazenamento das amostras, a avaliagdo da estabilidade
dos analitos séricos em geral tem sido realizada por meio de diferentes metodologias. A falta
de um protocolo padrdo ou consenso dificulta, assim, a determinacdo dessas condicdes ideias.
Enquanto dados sobre a estabilidade da HbAlc em diferentes condi¢Ges de armazenamento
sdo conhecidos (BERGMANN; SYPNIEWSKA, 2016; NIAZPOUR et al., 2019),
informacdes a respeito da estabilidade da frutosamina ainda séo raras (KOSKINEN; IRJALA,
1988), evidenciando a necessidade de estudos complementares aplicaveis a rotina laboratorial.

Dessa forma, esse estudo buscou investigar a interferéncia do acido Urico sobre a
frutosamina e a HbAlc, além de avaliar o possivel efeito de diferentes condi¢cBes de

armazenamento e dos ciclos de congelamento/descongelamento sobre a frutosamina sérica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fases Analiticas

O processo total que envolve a rotina de exames laboratoriais € composto de trés
etapas essenciais: pré-analitica, analitica e pds-analitica. A fase inicial, pré-analitica, integra
todas as atividades realizadas anteriormente a analise das amostras, sendo as principais a
solicitacdo dos exames, a preparacdo dos pacientes, os procedimentos de coleta e
identificacdo das amostras, os critérios de aceitacdo das amostras e 0 transporte e
armazenamento (HAWKINS, 2012).

Posteriormente, a fase analitica é considerada o nucleo do processo laboratorial
(PLEBANI, 2010), correspondendo a todas as acdes envolvendo a execucdo do exame
propriamente dita, o que inclui metodologias utilizadas, reagentes e insumos, calibragdo e
controle de qualidade, interferentes, calculos e dilui¢des, sistemas automatizados, entre outros
(OLIVEIRA; MENDES, 2010). Por fim, atividades relacionadas a conclusao da fase analitica
até o recebimento dos resultados dos exames pelo médico solicitante compreendem a fase
pos-analitica. Transmissdo de dados através de interfaces eletrénicas, revisdo sistematicas dos
resultados, transcricdo das informacdes para os laudos, interpretabilidade médica, conduta
clinica e armazenamento final das amostras sdo algumas das acOes realizadas nessa etapa
(HAWKINS, 2012).

Conhecer e entender todas as variaveis que controlam esse processo na integra é de
extrema importancia para os laboratérios clinicos. Esses, por meio da exceléncia em seus
métodos, visam inibir a ocorréncia de erros e atestar a confiabilidade dos resultados,
garantindo a seguranca dos pacientes. Sabidamente, os erros em medicina laboratorial podem
ocorrer em ambas as fases analiticas. Entretanto, devido aos inumeros fatores envolvidos, a
etapa pre-analitica é considerada a mais vulneravel, contribuindo majoritariamente para a taxa
geral de erros diagnosticos e terapéuticos (CARRARO; PLEBANI, 2007; SCHIFF et al.,
2009). De modo geral, interferéncia e instabilidade sdo os principais componentes implicados

nas possiveis variagdes observadas, dentro do processo total (GOMEZ RIOJA et al., 2018).



Figura 1. Principais atividades realizadas em cada fase analitica.
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clinica
v Armazenamento final das amostras

v" Interferentes

Arte: Autor.

3.2 Interferentes

Interferentes analiticos sdo substancias presentes em uma matriz amostral, que podem
interagir com reagentes ou com sistemas de deteccdo de métodos analiticos, alterando
falsamente o resultado de um analito. Essas substancias podem ser de origem enddgena,
presentes na amostra bioldgica ou exdgena, que compreendem substancias consumidas pelo
paciente ou introduzidas na amostra bioldgica (KROLL; ELIN, 1994). Independentemente da
origem, a interferéncia pode ocorrer através de mecanismos variados, como competicdo ou
inibicdo enzimatica, reacGes cruzadas ou ainda interferéncias fisicas como alteracdo da
viscosidade e turbidez (VASCONCELLOS, 2018).

Vaérias substancias enddgenas (DEN ELZEN et al., 2018; WARD et al., 2017), entre
elas o acido Urico (CHINH, 1974), podem atuar como interferentes na quantificacdo de
analitos laboratoriais. Hemolise, ictericia e lipemia estdo entre as principais substancias
interferentes mencionadas na literatura (CARGNIN et al.,, 2016). Por outro lado,
medicamentos (LUNA-ZAIZAR et al., 2015) e processos pré-analiticos, bem como aditivos e
conservantes presentes nos frascos de coleta (BOWEN; REMALEY, 2014) sdo exemplos
conhecidos de interferentes exdgenos.

Recentemente, com o progresso tecnologico, metodologias foram desenvolvidas com
0 intuito de quantificar os indices séricos dos principais interferentes ja citados, com alta
precisdo e assim, amenizar 0S possiveis erros na mensuracdo de alguns analitos,

proporcionando melhorias substanciais ao processo analitico. Essa quantificagdo pode ser
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realizada espectrofotometricamente, por alguns sistemas automatizados, em amostras de soro
ou plasma. Os indices sdo expressos de forma numérica, apresentando uma correlacdo quase
linear com concentragBes crescentes do composto interferente especifico, possibilitando
assim, a correcdo simultanea do resultado do analito de interesse, por meio de equacGes,
dentro de um possivel intervalo aceitavel. Entretanto, quando o nivel de interferéncia se
apresenta elevado, o sistema sinaliza para a rejei¢do da amostra e a necessidade de coleta de
uma nova amostra deve ser avaliada (FARRELL; CARTER, 2016).

3.3 Avaliagéo de Interferentes

Os estudos de interferéncia sdo utilizados a fim de analisar o possivel impacto de
algumas substancias em funcdo de sua concentracdo sobre determinado analito pretendido.
Cabe ressaltar que os mesmos devem simular a realidade dos procedimentos de laboratério.
Assim, inicialmente é importante assegurar que 0S Processos operacionais envolvidos,
principalmente nas fases pré-analitica e analitica, estejam devidamente padronizados
(DIMESKI, 2008).

Para determinar o efeito causado pelo interferente, sdo utilizadas amostras biolégicas
individuais, pools de amostras ou solucfes-padrdo. A respeito da solucdo interferente, €
recomendado utilizar uma solucdo-padrdo para materiais sollveis, devendo o volume
adicionado ser baixo, com o intuito de evitar uma alta diluicdo da amostra bioldgica a ser
testada. O método utiliza aliquotas das amostras ou solu¢des-padrdo, enriquecidas com niveis
conhecidos crescentes do interferente, sequido da avaliacdo do desvio padrdo e coeficiente de
variacdo calculados a partir das leituras do analito na presenca e auséncia do interferente.
Ademais, preferencialmente, as dosagens devem ser realizadas em duplicata. Para a analise
das diferencas entre os resultados das amostras, pode ser utilizado o teste t de Student
pareado, observando-se um nivel de significancia quando P < 0,05 (VASCONCELLOS,
2018). A representacdo do viés entre as leituras pode ser apresentada através de graficos
chamados de interferogramas (GLICK; RYDER; JACKSON, 1986).

Embora inUmeros estudos tenham demonstrado o potencial efeito interferente de
substancias sobre diversos parametros laboratoriais (DEN ELZEN et al., 2018; LUNA-
ZAIZAR et al., 2015; WARD et al., 2017), investigacBes in vitro acerca da interferéncia do
acido urico sobre biomarcadores glicémicos como a frutosamina e a HbAlc ainda sdo

escassas.



18

3.4  Glicacdo de Proteinas

O processo de glicacdo envolve reacGes ndo enzimaticas desencadeadas pela adicdo de
residuos de acgucares redutores, como a glicose, a grupos amino livres de proteinas, como a
albumina e a hemoglobina (TAGHAVI et al., 2017). Essas reac¢des ocorrem fisiologicamente,
mas estdo consideravelmente aumentadas em quadros de hiperglicemia ou estresse oxidativo
(FORBES; COOPER, 2013).

Inicialmente, a adi¢do do acucar redutor a proteina leva a formacao de uma estrutura
instavel, denominada base de Schiff, a qual, em seguida, em uma reac&o irreversivel, sofre um
rearranjo originando o produto de Amadori (Figura 2a), que tem como exemplos conhecidos a
frutosamina e a HbAlc. Posteriormente, os grupos carbonila reativos desses produtos de
Amadori se condensam com grupos amino primarios, originando os produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs [do inglés, Advanced Glycation End-products]) (Figura 2b), os
quais estdo relacionados a diversos distarbios patoldgicos, entre eleso DM (CHAUDHURI et
al., 2018; MONNIER, 2003).

Figura 2. Processo de Glicacdo

(a) Fase inicial de glicacdo
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3.5  Hemoglobina Glicada

A incidéncia do DM ¢ crescente, tendo atingido até o ano de 2017 aproximadamente
425 milhdes de pessoas, evidenciando uma epidemia global (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017). Além de ser amplamente utilizado para 0 monitoramento do status
glicémico em individuos diabéticos, a partir da Gltima década, o ensaio de HbAlc passou a
ser reconhecido por agéncias reguladoras como critério de diagnostico para essa sindrome
metabolica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2020; JIA, 2016).

A HbAlc, formada continuamente in vivo, origina-se do processo de glicacdo néo
enzimaética através da ligagdo de agUcares com a hemoglobina A (HbA), forma principal e
nativa da proteina hemoglobina. Mais especificamente, Alc é a fracdo da hemoglobina Al
onde se localiza a ligacdo estavel e irreversivel da por¢édo terminal valina da cadeia beta com
0 acUcar, formando a HbAlc propriamente dita (BUNN et al., 1976; NETTO et al., 2009).
Esta glicacdo, que ocorre com mais frequéncia na presenca de hiperglicemia, é responsavel
por alterac@es estruturais e funcionais nos tecidos, contribuindo para o desenvolvimento dos
distarbios crénicos associados ao DM (FORBES; COOPER, 2013), o que justifica a
mensuracdo e utilizacdo dessa fracdo da hemoglobina como preditivo de complicagdes da
doenca (DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP et
al. 1993; UNITED KINGDOM PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1995).

Além disso, a HbAlc é considerada um marcador de longo prazo, ja que seus niveis
sanguineos estdo relacionados ao tempo de vida das hemécias, que circulam por
aproximadamente 106 dias com uma variagdo de + 20%, expressando uma média de glicemia
nos 3 a 4 meses anteriores ao teste, 0 que a torna um indicador mais constante do que a
glicemia de jejum (ENGLISH; LENTERS-WESTRA, 2018).

Devido a grande relevancia envolvendo o acompanhamento e tratamento do DM a
nivel mundial, muitos ensaios laboratoriais passaram a ser disponibilizados para a mensuragdo
da HblAc, o que levou ao surgimento do National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP), cuja finalidade € comparar e certificar os diversos métodos utilizados para
dosagem desse analito. Assim, varias metodologias baseadas na separagdo das fracGes de
HblAc ou baseadas em reacdes quimicas sdo aceitas pelo NGSP, embora a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) seja atualmente considerada a técnica padrdo ouro
(WEYKAMP, 2013).
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3.6 Frutosamina

A frutosamina € uma cetoamina formada por reacdes de glicacdo entre um acucar
redutor e uma amina primaria, determinando assim a fracdo de proteinas séricas glicadas de
um modo geral. E constituida quase na sua totalidade pela proteina albumina, que possui
tempo de meia vida de aproximadamente 20 dias. Dessa forma, o ensaio de frutosamina
indica um nivel glicémico médio de aproximadamente 3 semanas. Uma das principais
indicacdes desse ensaio é avaliar a necessidade ou ndo de modificagdes na conduta terapéutica
de pacientes hiperglicémicos, a fim de constatar a eficacia do tratamento (DANESE et al.,
2015; RIBEIRO; MACEDO; RAPOSO, 2016).

Além disso, a dosagem de frutosamina pode ser uma op¢do em situacGes nas quais a
credibilidade do ensaio de HbAlc é comprometida por condi¢bes que interferem neste
parametro, como anemias, hemoglobinopatias e/ou diminuicdo dos valores de eritropoetina e
esplenectomia, responsaveis por alterar o tempo de meia vida das hemécias (DING et al.,
2018; RADIN, 2014). Nesse contexto, embora a HbAlc seja comumente utilizada na
avaliacdo da glicemia média em individuos com DM, a American Diabetes Association
(ADA) sugere a avaliagdo de outros marcadores glicémicos como a frutosamina e a albumina
glicada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2020).

Em geral, o método colorimétrico usado para a quantificacdo da frutosamina esta
baseado na capacidade das cetoaminas em reduzir o azul de nitrotetraz6lio (NBT) numa
solucdo alcalina, sendo a taxa de formacdo do complexo purpura diretamente proporcional a
concentragdo de proteinas glicadas (LABTEST DIAGNOSTICA, 2020; MONTAGNANA et
al., 2013).

3.7  Interferentes pré-analiticos sobre HbAlc e frutosamina

Sabidamente a presenca de formas variadas da proteina hemoglobina (hemoglobinas
variantes) pode impactar de maneira divergente nos diferentes métodos analiticos disponiveis
para a determinacdo de HbAlc (GIARDINE et al., 2014). A interacdo de alguns métodos
certificados pelo NGSP, entre eles o imunoensaio e a cromatografia liquida de troca ionica,
com as formas mais comuns de hemoglobina variante € bem conhecida (NATIONAL
GLYCOHEMOGLOBIN STANDARDIZATION PROGRAM, 2016).

Normalmente a presenca de hemoglobinopatias ndo invalida o resultado de HbAlc, no

entanto, cabe ao médico estar sempre em estreito contato com o laboratorio, a fim de que os
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casos complexos sejam avaliados conjuntamente. Embora, na maioria dos casos, as
hemoglobinopatias presentes em heterozigose ndo inviabilizem a utilizagdo da HbAlc, nas
formas raras homozigotas de hemoglobina anormal (CC, SS, EE) ndo ha HbA presente. Dessa
forma, o valor de HbAlc ndo pode ser quantificado, uma vez que a vida Util dos eritrdcitos
apresenta variacoes sob essas condi¢cdes (MAYO CLINIC, 2019).

Outros interferentes que diminuem a dosagem de HbAlc sdo a anemia hemolitica ou
estados hemorragicos, os quais reduzem o tempo de vida util dos eritrocitos. Além disso,
elevadas doses de vitaminas C e E (ex.: vitamina C > 20 g/dia) podem inibir a glicacdo da
hemoglobina (KRONE; ELY, 2004). Por outro lado, podem elevar os niveis de HbAlc
interferentes como: hipertrigliceridemia grave (>2.000 mg/dL, por afetar a turbidez da
amostra), hiperbilirrubinemia (>50 mg/dL), alcoolismo crénico (pela interacdo do acetaldeido
com a hemoglobina, que pode elevar o nivel de HbA1), ingestdo crénica de salicilatos (3 a 6
g/dia), anemia ferropriva, fenobarbital (por elevar a reatividade da glicose a hemoglobina) e
insuficiéncia renal (através da hemoglobina carbamilada) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2020).

Em contrapartida, raros estudos demostraram o efeito interferente de substancias sobre
0 ensaio de frutosamina. Entre esses, Baker et al. (1985) observaram que uma concentracdo de
aproximadamente 428 pmol/L de bilirrubina total resultou na elevagdo significativa da
concentracdo sérica de frutosamina. Além disso, outros compostos como 0 acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (5,5 g/L), heparina (80.000 units/L), cisteina (0,5
mmol/L), acido ascorbico (0,57 mmol/L) e o urato (0,93 mmol/L) também afetaram o0s
valores deste marcador glicémico, porém com efeito menos pronunciado. Valores aumentados
de frutosamina ap6s a adicdo de urato (1.08 mmol/L), bilirrubina total (0,25 mmol/L) e
glutationa (6,5 mmol/L) também foram observados por CHUNG; LEES; GUTMAN (1988).
No entanto, o acido ascérbico (0,57 mmol/L) resultou em uma diminuicdo nos valores de
proteinas glicadas. Ademais, relatos prévios indicam que drogas como o captopril e a
penicilamina podem impactar nos niveis de frutosamina, dependendo da concentracdo
utilizada do farmaco (RUMLEY; PATERSON, 1990).

3.8 Interferéncia do acido urico no ensaio de frutosamina
O é&cido urico (2,6,8-trioxipurina, CsHaN4O3) € um composto organico heterociclico

que apresenta peso molecular de 168 Da. Em condicdes fisiologicas de pH, esse &cido fraco é

encontrado no sangue principalmente sob a forma de urato, cujos valores séricos encontrados
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em individuos saudaveis sdo de 0,21 a 0,42 mmol/L (3,5 a 7,1 mg/dL) para homens e 0,15 a
0,36 mmol/L (2,5 a 6,0 mg/dL) para mulheres (BENN et al., 2018). Quanto a solubilidade do
acido urico em agua, suas concentracdes aproximam-se de 0,42 mmol/L (7,1 mg/dL) sendo
que, valores acima desse limiar, caracterizam quadros de hiperuricemia. Sua sintese €
decorrente do catabolismo das purinas endogenas e exogenas, sendo realizada principalmente
a nivel hepéatico (JALAL et al., 2011). Ja sua excre¢do, se da através dos rins e intestinos
(OLIVEIRA; BURINI, 2012).

InvestigacBes in vitro demonstram um efeito interferente do &cido Urico sobre a
frutosamina (BAKER et al., 1985; CHUNG; LEES; GUTMAN, 1988; KALLNER, 1989). Em
um estudo envolvendo individuos ndo diabéticos, foi observada uma interferéncia nos valores
de frutosamina, apos a adicdo de urato nas amostras em uma concentracdo final de 0,93
mmol/L (BAKER et al., 1985). Além disso, evidéncias indicam que, em pools de soro normal,
concentracdes finais de 1,08 mmol/L de acido Urico resultaram em alteragdes na frutosamina
(CHUNG,; LEES; GUTMAN, 1988). Ainda, relatos mostraram que mesmo concentracfes
fisioldgicas crescentes de urato, impactaram nas concentracfes séricas de frutosamina
(KALLNER, 1989).

Diante disso, melhorias na padronizacdo do ensaio de frutosamina sugerem que a
utilizacdo da enzima uricase associada aos demais reagentes presentes nos Kkits comerciais
pode amenizar ou até mesmo inibir o efeito interferente do acido Urico, possibilitando a
quantificacdo do analito de forma mais precisa e exata (SCHLEICHER; VOGT, 1990). Nesse
sentido, alguns Kkits comerciais incluiram a uricase em sua constituicio (LABTEST
DIAGNOSTICA, 2020; ROCHE, 1999).

3.9 Estabilidade

Assim como a interferéncia, a estabilidade também é um pardmetro importante em
relacdo a qualidade amostral, pois principalmente fatores como o0 armazenamento sob
condi¢cdes inadequadas de tempo e temperatura (IKEDA et al.,, 2015) e ciclos de
congelamento/descongelamento das amostras (CUHADAR et al., 2013) podem impactar na
concentracdo de varios pardmetros bioquimicos. Outras condi¢cbes que aceleram o
metabolismo dos analitos ou interferem nas suas caracteristicas iniciais, tais como, exposicao
a luz, evaporacdo e agitacio também podem afetar a estabilidade (GOMEZ RIOJA et al.,
2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schleicher%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2297905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vogt%20BW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2297905
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A estabilidade é caracterizada pela capacidade que os constituintes da amostra tém de
preservar suas propriedades iniciais, dentro dos limites de variagdo aceitavel, durante um
intervalo de tempo, sob condicbes especificas (GOMEZ RIOJA et al., 2018). Informacdes
sobre a estabilidade de testes bioquimicos em amostras, no que diz respeito as condicdes
ideais de armazenamento, sdo de grande relevancia no contexto da medicina laboratorial, uma
vez que frequentemente espécimes precisam ser armazenadas por um determinado periodo,
antes e apds os ensaios. Essas situacdes ocorrem, geralmente, quando ha necessidade de
acumulo de amostras para dosagens em lote ou quando do envio das mesmas para laboratérios
de apoio. Além disso, apds as analises, o armazenamento das amostras é realizado para
assegurar repeticdes, caso necessario, e pedidos complementares (GRANKVIST et al., 2019).

Nesse contexto, para assegurar a confiabilidade dos resultados, € necessario garantir a
estabilidade das amostras durante o periodo em que as mesmas ficam armazenadas.
Usualmente, sugere-se que os laboratérios clinicos utilizem para esse fim os seguintes limites
de temperatura: 18 a 25° C (ambiente) por até 8 horas, 4 a 8° C (refrigerado) por até 48 horas
e -20° C (congelado), durante periodos maiores, salvo exce¢des de algumas enzimas. A maior
parte dos analitos presentes no soro se mantém estavel por alguns dias quando refrigerados,
enquanto outros se mantém por um intervalo de tempo maior, se congelados. A escolha da
temperatura depende das biomoléculas de interesse e da duragdo prevista do armazenamento
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2004). Temperaturas mais
negativas como -80° C, sdo indicadas para o0 armazenamento a longo prazo (RAI et al., 2005).

Embora sejam conhecidas diversas fontes de informacdo referentes a estabilidade
analitica em amostras séricas, incluindo bulas de kits comerciais, manuais de referéncia em
bioquimica e diretrizes, além da literatura publicada, ndo ha um consenso sobre como realizar
a avaliacdo da estabilidade dos analitos séricos em geral. I1sso ocorre devido a auséncia, na
maioria dos estudos, de uma definicdo robusta para estabilidade, um elemento indispensavel
para a orientacdo da metodologia adequada, levando a uma variabilidade dos métodos
utilizados e resultados encontrados.

Em geral, os estudos visam investigar a estabilidade do analito durante curto prazo
(IKEDA et al., 2015; LEE et al., 2010), buscando refletir a rotina dos laboratdrios clinicos, ou
durante longo prazo (BRINC et al., 2012; CUHADAR et al., 2013), sendo esses mais
relevantes em biobancos para fins de pesquisas.

Relatos demonstraram que, em um estudo de protedbmica, 0 armazenamento de
amostras de soro sob diferentes condicOes (22 a 24° C, 4° C e -20° C) afetou os valores de

alguns subconjuntos de proteinas, especialmente nas temperaturas mais elevadas (LEE et al.,
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2010). Em adicéo, outro estudo avaliou, em diferentes temperaturas de armazenamento, a
estabilidade de analitos em espécimes clinicamente relevantes como soro, sangue total e
urina, por até 7 dias. Nesse, foram observados que em geral, 0S mesmos apresentaram mais
suscetibilidade a desnaturacdo sob condi¢cdes ambientes (23° C), seguido de refrigeracao (4°
C) e congelamento (-20° C) (IKEDA et al., 2015).

Por outro lado, relatos prévios apontaram o impacto da estocagem de amostras séricas
a -20° C, sobre alguns parametros bioquimicos, resultando em alteracdes significativas nos
valores de proteinas totais e albumina, apds periodos superiores a 3 meses (CUHADAR et al.,
2013). Ademais, um estudo de grande dimensdo envolvendo amostras pediatricas de soro,
testou a estabilidade de 57 analitos bioquimicos, entre eles, proteinas e hormdénios, ap6s o
armazenamento a -80° C por longos periodos. A maioria dos parametros avaliados, por até 13
meses, ndo apresentou variacdo significativa ao longo do tempo, sugerindo que a condicao
testada é indicada como ideal para a preservacdo das amostras séricas envolvendo biobancos
(BRINC et al., 2012).

Escassas evidéncias relacionadas a estabilidade da frutosamina sérica demonstraram
gue o congelamento, a -20° C e -70° C, de amostras de individuos com DM tipo I e Il por
longos periodos, afetou as concentracdes desse analito (KOSKINEN; IRJALA, 1988).
Contudo, a falta de dados complementares acerca da estabilidade desse marcador de controle
glicémico indica a necessidade de investigacGes adicionais, buscando padronizar as condicdes
analiticas ideais de estocagem das amostras.

Outro aspecto a ser considerado com relacdo ao armazenamento € o congelamento e
descongelamento repetido das amostras, uma pratica mais rotineira em pesquisa, mas, por
vezes, necessaria nos laboratérios clinicos, em virtude de que determinados analitos
necessitam ser estocados sob temperaturas negativas, por apresentarem estabilidade reduzida
em temperatura ambiente ou refrigeracdo (IKEDA et al., 2015). Entretanto, conforme tem
sido demonstrado, esse procedimento pode impactar de maneira significativa sobre as
concentracdes de alguns parametros. Nesse contexto, ciclos sucessivos de congelamento a -
25° C e descongelamento a temperatura ambiente, em amostras de soro, causaram alterac6es
significativas nos valores de bilirrubina e sédio (GISLEFOSS et al., 2017). Ademais, estudos
prévios demonstraram aumentos significativos na atividade da renina plasmatica, além de
alteracdes menos expressivas do hormdnio adrenocorticotrofico apds repetidos ciclos
(HILLEBRAND; HEIJBOER; ENDERT, 2017).

Diante do apresentado e das limitadas informagdes, é de grande importancia investigar

a possivel relacdo entre um incremento na concentracao de acido Urico, simulando quadros de
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hiperuricemia observados na rotina, e biomarcadores relacionados ao status glicémico como a
frutosamina e a HbAlc. Além disso, definir a temperatura ideal de armazenamento das
amostras de soro para a quantificacdo da frutosamina é imprescindivel para evitar a possivel

degradacéo prévia do analito.
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4 OBJETIVOS
41 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito in vitro do &cido urico sobre a frutosamina e a HbAlc, bem como o
impacto do armazenamento das amostras em diferentes temperaturas e de sucessivos ciclos de
congelamento/descongelamento sobre a frutosamina serica.

4.2  OBJETIVO ESPECIFICO

» Avaliar a potencial interferéncia in vitro do acido urico sobre as concentracdes séricas

de frutosamina e niveis sanguineos de HbAlc.

» Verificar o impacto in vitro do armazenamento de amostras de soro nas temperaturas
de 4° C, -20° C e -80° C, por até 28 dias, sobre a estabilidade da frutosamina.

» Investigar o efeito de consecutivos ciclos de congelamento/descongelamento nas
temperaturas de -20° C e -80° C sobre as concentrag¢@es séricas de frutosamina.
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Abstract

Background: Increased concentrations of uric acid may affect the measurement of some
analytes. In this study, we investigated the in vitro effects of uric acid on fructosamine and
HbAlc levels. Additionally, we assessed the impact of storage and successive freeze-thaw
cycles on serum fructosamine levels.

Methods: We pooled serum and blood samples separately from 18 subjects. Pools were
spiked with phosphate buffer saline or uric acid standard (3.0 mmol/L) at a ratio of 1:9 and
incubated for 5 min. Thereafter, fructosamine, HbAlc, and uric acid concentrations were
measured. To investigate the fructosamine stability, serum samples collected from volunteers
were stored at 4°C, -20°C, and -80°C for 28 days. Fructosamine concentrations were
measured after 1, 7, 14, 21, or 28 days of storage. Additionally, the serum samples were
submitted to three consecutive freeze-thaw cycles at -20°C and -80°C before fructosamine
measurement.

Results: Addition of uric acid promoted a significant increase of 8.3% in serum fructosamine
levels, whereas the HbAlc levels remained unaltered. Storage at 4°C, -20°C, and -80°C for up
to 4 weeks significantly affected (P < 0.001) serum concentrations of fructosamine causing
changes, which ranged from 0.2% to 25.2%. The consecutive freeze-thaw cycles at -20°C and
-80°C also promoted significant changes (P < 0.01) in serum fructosamine levels.
Conclusions: High concentrations of uric acid promotes an increase in serum fructosamine
concentration but does not affect HbAlc levels. Moreover, storage of serum under different
temperatures and storage conditions significantly changes the concentration of fructosamine

in the serum.

Keywords: Fructosamine; HbALc; Interference; Stability; Uric acid.
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Introduction
The pre-analytical phase is one of the three steps required for most laboratory tests and is
the most susceptible to errors due to the factors that can degrade sample quality [1, 2]. Among
these factors, the presence of several substances and debris in serum samples interferes with
the quantification of the biochemical analytes [3, 4]. Hemolysis, icterus, and lipemia are the
most common interfering substances in samples [5, 6]. Uric acid may affect the in vitro
measurement of some markers, impacting the clinical interpretation of results in
hyperuricemic individuals [7]. Uric acid also interferes in the measurement of glucose when
using the oxidase-peroxidase method [8]. However, the in vitro effects of uric acid on markers
such as fructosamine and HbAlc are scarce. As hyperuricemia is one of the findings
associated with diabetes [9, 10], it is important to investigate the impact of uric acid on the
concentrations of fructosamine and HbAlc, both of which are commonly used to monitor
patients with diabetes.
Other factors, such as inadequate storage [11, 12] and successive freeze-thaw cycles
[13] of samples, influence the stability and quantification of some biochemical parameters.
Information on the stability of HbAlc under different storage conditions is available [14, 15].
However, the stability of fructosamine under different storage conditions and successive
freeze-thaw cycles is unknown [16]. The present study investigated the in vitro interference of
uric acid on fructosamine and HbALlc, as well as the impact of storage of samples at different

conditions and the successive freeze-thaw cycles on serum fructosamine.

Materials and methods
Study population
This study included 18 subjects aged 18 to 60 years, enrolled at the University Hospital of

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. No recruited participants were pregnant or affected
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by infectious diseases, neoplasms, or liver disease. Blood was obtained from all subjects,
using the venous puncture technique, after at least 8 h overnight fasting, into either
Vacutainer® (BD Diagnostics, New Jersey, USA) tubes containing EDTA or tubes without
anticoagulant. Serum was obtained after centrifugation of blood at 2500 x g for 15 min. All
eligible subjects provided informed written consent, and this study was approved by the
Human Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria (number

11559119.4.0000.5346).

Baseline laboratory measurements

Routine laboratory parameters such as glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, and creatinine were
measured in serum using commercial assays (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil) on the BS 380
Automated Analyzer (Mindray, Shenzhen, China). Serum uric acid was measured using the
Dimension RxL Max Automated Analyzer according to the manufacturer’s instructions
(Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Pennsylvania, USA). Low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol was calculated using the Friedewald formula [17]. The glomerular filtration rate
(GFR) was estimated using the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-

EPI) creatinine equation [18].

Effects of uric acid on fructosamine and HbAlc

This investigation was carried out in pooled serum (n=6) and blood samples (n=6). A uric
acid solution (3.0 mmol/L, 50 mg/dL) in 0.1 M phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4, was
prepared. Initially, each pool was divided into two aliquots, with each spiked with either PBS
or uric acid at a proportion of 1 part of the solution to 9 parts of serum (1:9), and incubated at

37°C for 5 min. Next, fructosamine, HbAlc, and uric acid concentrations were assessed in all
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aliquots. Fructosamine was measured with a colorimetric method based on nitroblue
tetrazolium (NBT) dye reduction using a commercial assay (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil)
on the BS 380 Automated Analyzer. Blood HbAlc was measured using a chromatographic
method on the D10 Automated Analyzer (Bio-Rad, California, USA). Uric acid was

quantified as previously described.

Stability of serum fructosamine
Serum samples from all individuals were aliquoted in microtubes and kept at temperatures
of 4°C, -20°C, and -80°C for up to 28 days. On days 1, 7, 14, 21, and 28, samples were

thawed in at 37°C for 15 min, vortexed, and serum fructosamine was measured.

Effect of freeze-thaw cycles on serum fructosamine

After the measurement of basal fructosamine on fresh samples, each sample was divided
into two aliquots, which were then stored at either -20°C and -80°C. Every 75 min, the
samples were submitted to a thawing cycle at 37°C for 15 min, followed by fructosamine
measurement. Subsequently, the samples were refrozen at -20°C and -80°C, and a new freeze-
thaw cycle was performed. Each sample was subjected to three consecutive cycles of freezing

and thawing that occurred on the same day.

Statistical analysis

All variables were tested for normality using the D'Agostino and Pearson omnibus test.
Continuous parametric data were expressed as mean + standard deviation (SD) or mean +
standard error of the mean (SEM). The non-parametric variables were presented as median
and interquartile ranges. The effects of uric acid on fructosamine and HbAlc concentrations

were analyzed using the paired Student's t-tests. One-Way Repeated-Measures Analysis of
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Variance (ANOVA) was performed to evaluate the influence of storage conditions on the
stability of fructosamine and freeze-thaw cycles on the concentrations of this analyte. A P <
0.05 was considered statistically significant. Data were analyzed using GraphPad Prism®

version 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA).

Results

The general characteristics and biochemical parameters of the study population are shown
in Table 1. The addition of the standard uric acid solution to the samples resulted in a
significant increase of approximately 140% in the concentration of uric acid compared to the
baseline values (Figure 1A). Interestingly, the addition of uric acid promoted a significant
increase of 8.3% in the concentrations of fructosamine (Figure 1B), whereas HbAlc
concentrations did not change (Figure 1C).

The serum fructosamine concentration observed in fresh samples was 276 + 61umol/l.
When subjected to storage at 4°C, up to 28 days, fructosamine concentrations decreased by
1.2% to 19.2% compared with the baseline value. Storage at the temperatures of —20°C and
—80°C decreased fructosamine concentrations in the samples by 2.6% to 25.2% and 0.2% to
23.4%, respectively (Table 2). Regarding the freeze-thaw investigation, samples stored at
—20°C showed increases of 4.6%, 3.3%, and 5.4% in cycles 1, 2, and 3, respectively,
compared to baseline fructosamine concentrations. Furthermore, at —80°C, the increment

observed was 4.0%, 2.3%, and 4.0% in cycles 1, 2, and 3, respectively (Table 3).

Discussion
This study reported that the addition of uric acid to serum samples in concentrations
compatible with hyperuricemia promoted an increase of fructosamine, whereas HbAlc did

not present with similar changes. Although uric acid interferes with fructosamine
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quantification [19, 20], to our knowledge this is the first study that demonstrated the
simultaneous impact of uric acid at concentrations comparable to a hyperuricemic state on
fructosamine and HbAlc, which are parameters that are widely used for the monitoring of
diabetes. Furthermore, the storage of samples at different temperatures for up to four weeks,
as well as the successive freeze-thaw cycles of samples, promoted significant changes in
fructosamine concentrations. Among the temperatures investigated, 4°C and -20°C reflected
the main storage conditions available in most laboratories [21]. Furthermore, the effects of
storage at -80°C was investigated because this is the recommended temperature for the
maintenance of analyte stability for longer storage periods [13, 22].

High concentrations of uric acid interfere with the measurement of fructosamine, but the
exact mechanisms for this remain poorly understood [19, 20]. In previous in vitro
investigations used high uric acid concentrations (0.93 mmol/L [19] and 1.08 mmol/L [20]),
incomparable to levels seen in patients with hyperuricemia. In the present study, the final uric
acid concentration used was 0.55 mmol/L (9.2 mg/dL), which was representative of serum
uric acid concentrations seen in many patients. We observed uric acid interference on
fructosamine measurement at these levels. This interference may have occurred due to
interactions between uric acid and NBT. Generally, fructosamine is measured using a
colorimetric assay based on the reduction of NBT, where the formation of a purple complex is
directly proportional to the concentration of the analyte [23]. We hypothesize that uric acid
may react with the dye potentiating the reaction and formation of the purple complex,
promoting falsely high values of fructosamine. Interestingly, some evidence indicates that the
addition of the enzyme uricase could mitigate or even eliminate uric acid interference in these
colorimetric assays [24, 25]. In this sense, available commercial assays of fructosamine

include uricase in their constitution [26].
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Alternatively, blood concentrations of HbAlc were not affected by high uric acid values.
This may be attributed to the methodology used for the HbAlc measurement. The method
was based on ion-exchange high performance liquid chromatography (HPLC) with high
sensitivity and specificity for the analyte, certified by the National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) and the International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC) [27]. The analyzer we used automatically injects the samples
into a cartridge where the hemoglobin is separated into different fractions using a buffer
gradient with increasing ionic strength, then measured spectrophotometrically [28]. The
absence of interference of uric acid on HbAlc in this study corroborates the preferential use
of this marker in the clinical evaluation of hyperglycemic individuals [29].

The storage of serum samples for up to 28 days at temperatures of 4°C, -20°C, and -80°C,
as well as the consecutive freeze-thaw cycles of samples induced significant changes in
fructosamine concentrations. Since proteins may suffer structural changes and degradation
under certain conditions [30, 31], the sample storage may have caused conformational
changes and protein degradation, affecting the binding of the proteins to glucose molecules,
promoting a decrease in the formation of fructosamine. Consecutive freeze-thaw cycles of the
samples promoted small but significant changes in fructosamine concentrations. The freeze-
thaw cycles were performed on the same day as the sample collection to minimize
interference from other factors such as inter-assay variations and storage duration. The freeze-
thaw cycles may also have caused some conformational changes in protein structure,
especially aloumin, which may have contributed to the change in the degree of glycation of
these proteins.

We have shown that the addition of uric acid to serum samples promoted an increase in
serum fructosamine, unlike HbAlc. Patients with hyperuricemia may present overestimated

values of fructosamine, resulting in an incorrect assessment of glycemic control. For this
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population, the use of HbAlc as a marker is recommended given its accuracy in the presence
of uric acid. The storage of samples at different temperatures and freeze-thaw cycles resulted
in changes in serum fructosamine. Although the changes were discreet, they were significant,
indicating a preference for analyte quantification in fresh samples. However, further
investigation about the mechanisms involved in the interference of uric acid on serum

fructosamine in the hyperuricemic population is warranted.
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Table 1. Baseline characteristics and biochemical parameters of the study subjects.

Variables Values

Age (y) 42.3+119
Gender male (%) 50.0

BMI (kg/m?) 29.1+£6.1
Fasting glucose (mmol/L) 6.5 (4.7-6.9)
Uric acid (mmol/L) 0.22 £0.08
AST (U/L) 23 (19-34)
ALT (U/L) 24 (16-34)
Total cholesterol (mmol/L) 5710
LDL cholesterol (mmol/L) 32%10
HDL cholesterol (mmol/L) 15+04
Triglycerides (mmol/L) 2.1(1.2-2.9)

Creatinine (umol/L)
eGFR (mL/min/1.73 m?)

93.7 (78.7-103.4)
86.1 + 26.9

41

Data are expressed as mean = SD or medians and interquartile range. AST,
aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index;

eGFR, estimated glomerular filtration rate.



Table 2. Serum fructosamine concentrations (umol/L) obtained in samples stored at 4°C, —20°C and —80°C for up to 28 days.

Days
Basal 1 7 14 21 28 P
4°C 276 £ 61 224 + 46 269 + 54 220 £ 43 255 + 59 223 + 53 <0.001
—20°C 276 £ 61 227 £ 47 265 £ 50 217 £ 41 238 + 46 203 +40 <0.001
—80°C 276 £ 61 225 + 46 272 £ 52 222 + 45 249 £ 49 209 £ 40 <0.001

The values are expressed as mean + SD.
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Table 3. Effects of freeze-thaw cycles on serum fructosamine concentrations (umol/L) in

samples stored at —20°C and —80°C.

Basal Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 P
-20°C 276 + 61 288 + 64 285 + 65 291 £ 68 0.006
—80°C 276 £ 61 287 + 66 283 + 66 288 £ 70 0.007

The results are expressed as mean + SD. The values obtained in each cycle were compared to

the original fructosamine values obtained in fresh serum samples.



44

>

0.8+
P < 0.001

o
o
1

Uric Acid (mmol/L)
o
=

0.2+

0.0-

Uric Acid

v

400+

P < 0.001
350+ ! !

300

2504

Fructosamine (pmol/L)

200-

Uric Acid

10.0+

P=0.611

HbA1c (%)

Uric Acid

Figure 1. Effect of uric acid on fructosamine and HbAlc concentrations in samples spiked
with PBS buffer or uric acid standard solution. Uric acid (A) and fructosamine (B) were
evaluated in serum samples and HbA1c (C) in the whole blood. The results are expressed as
mean and SEM.
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6 CONCLUSOES

v A adicdo de acido Urico em elevadas concentracdes as amostras provocou um aumento
significativo na concentracdo de frutosamina, enquanto que os niveis de HbAlc ndo foram
alterados. Dessa forma, é possivel estimar que individuos hiperuricémicos possam apresentar
valores superestimados de frutosamina, o que pode resultar em uma avaliagdo inadequada do
controle glicémico. Nessa populacgdo, a utilizacdo da HbAlc seria ainda mais indicada, uma
vez que a mesma ndo sofreu interferéncia das altas concentragdes de acido Urico.

v O armazenamento das amostras de soro, assim como o stress térmico causado pelos
ciclos de congelamento/descongelamento resultaram em alteragdes significativas nos valores
de frutosamina. Diante disso, sugere-se que a quantificacdo do analito deva ser realizada
preferencialmente em amostras frescas recém-colhidas.

v Nossos achados apontam para a importancia de estudos envolvendo variaveis que
compdem as fases analiticas, contribuindo assim para garantir a representatividade da amostra

e a confiabilidade de seus resultados.
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