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RESUMO

IMPACTO DO ARMAZENAMENTO A CURTO PRAZO E DE MULTIPLOS CICLOS
DE CONGELAMENTO/DESCONGELAMENTO SOBRE AS CONCENTRACOES
SERICAS DE FERRO, FERRITINA E TRANSFERRINA

AUTOR: Rogério Luciano Klat
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

A maioria das alteracdes nos resultados laboratoriais, apesar de todos os cuidados
tomados para elimina-las ou minimiza-las, ocorre devido a processos relacionados a
fase pré-analitica. Essa etapa pode sofrer interferéncias, tais como: tempo e
temperatura de armazenamento das amostras para posterior analise, submissao das
amostras a ciclos de congelamento/descongelamento, entre outros, que poderdo
acarretar em uma reducdo da estabilidade da amostra a ser analisada. Por ainda
nao existirem estudos de estabilidade a curto prazo explorando o status do ferro,
este estudo tem por objetivo investigar o0s efeitos de ciclos de
congelamento/descongelamento sobre o ferro sérico, transferrina e ferritina, bem
como o impacto do armazenamento a curto prazo na estabilidade desses analitos.
Amostras de soro de dez voluntarios foram submetidas a trés ciclos consecutivos de
congelamento a -20°C e -80°C e descongelamento a 37°C em um mesmo dia.
Aliguotas de soro também foram mantidas a 4°C, -20°C e -80°C por vinte e oito dias.
Ferro, ferritina e transferrina foram medidos ap6s um, sete, quatorze, vinte e um ou
vinte e oito dias de armazenamento. A ferritina e a transferrina séricas apresentaram
variacfes de -2,6 a 2,6% e -1,7 a 2,4%, respectivamente, em suas concentracoes
durante os trés ciclos de congelamento/descongelamento a -20°C e -80°C, no
entanto, as variacfes foram estatisticamente significantes apenas a -20°C (P=0,003
e P=0,002, respectivamente). Nao foram encontradas alteracdes significativas para o
ferro nas duas temperaturas. O armazenamento nas temperaturas de 4°C, -20°C e -
80°C por até quatro semanas afetou significativamente as concentracdes séricas de
ferro, ferritina e transferrina (P<0,01 para todos). Devido ao fato de que ferro,
ferritina e transferrina foram afetados pelo armazenamento de amostras a
temperaturas de 4°C, -20°C e -80°C por até quatro semanas, e 0s ciclos de
congelamento/descongelamento a -20°C influenciaram a medicdo da ferritina e
transferrina no soro, recomenda-se, sempre gue possivel, que os analitos do status
do ferro sejam determinados em amostras frescas.

Palavras-chave: Estabilidade. Ciclo congelamento/descongelamento. Ferro.
Ferritina. Transferrina.



ABSTRACT

IMPACT OF SHORT-TERM STORAGE AND MULTIPLE FREEZING /
DEFROSTING CYCLES ON SERUM IRON, FERRITINE AND TRANSFERRIN
CONCENTRATIONS

AUTHOR: Rogério Luciano Klat
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

Most changes in laboratory results, despite all the care taken to eliminate or minimize
them, occur due to processes related to the pre-analytical phase. This stage may
suffer interference, such as: time and temperature of storage of the samples for later
analysis, submission of the samples to freeze/thaw cycles, among others, which may
result in a reduction of the stability of the sample to be analyzed. As there are no
short-term stability studies exploring iron status, this study aims to investigate the
effects of freezing and thawing cycles on serum iron, transferrin and ferritin, as well
as the impact of short-term storage on stability of these analytes. Serum samples
from ten volunteers were subjected to three consecutive freezing cycles at -20°C and
-80°C and thawing at 37°C on the same day. Serum aliquots were also kept at 4°C,
-20°C and -80°C for twenty-eight days. Iron, ferritin and transferrin were measured
after one, seven, fourteen, twenty-one or twenty-eight days of storage. Serum ferritin
and transferrin varied from -2.6 to 2.6% and -1.7 to 2.4%, respectively, in their
concentrations during the three freezing and thawing cycles at -20°C and -80°C,
however, the variations were statistically significant only at -20°C (P=0.003 and
P=0.002, respectively). No significant changes were found for iron at both
temperatures. Storage at 4°C, -20°C and -80°C for up to four weeks significantly
affected serum iron, ferritin and transferrin concentrations (P<0.01 for all). Due to the
fact that iron, ferritin and transferrin were affected by the storage of samples at
temperatures of 4°C, -20°C and -80°C for up to four weeks, and the freezing and
thawing cycles at -20°C influenced the measurement of serum ferritin and transferrin,
it is recommended, whenever possible, that iron status analytes be determined in
fresh samples.

Keywords: Stability. Freeze / thaw cycle. Iron. Ferritin. Transferrin.
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1 APRESENTACAO

As secdes MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO
encontram-se no MANUSCRITO CIENTIFICO, aceito no periddico Clinical
Laboratory, e representam a integra deste estudo. O item CONCLUSOES, o qual
pode ser encontrado no final desta dissertacdo, apresenta interpretacdes e
comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes contidas nos itens
INTRODUGCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacdo, de modo que as
referéncias utilizadas para a elaboracdo do manuscrito estdo mencionadas no

mesmo.
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2 INTRODUCAO

A busca constante pela exceléncia nos laboratorios clinicos faz com que
crescam os esforcos a fim de anular ou minimizar o impacto causado por
interferéncias, principalmente na etapa pré-analitica. Alguns autores consideram
essa etapa a mais sensivel ou vulneravel em toda a corrida analitica, sendo que
qualquer falha acarretaria perda da confiabilidade e da qualidade dos resultados
(NIELSEN et al., 2017; SIMUNDIC; LIPPI, 2012).

Amostras de sangue de boa qualidade sdo imprescindiveis para que 0s
resultados obtidos sejam confiaveis. A baixa qualidade das amostras, geralmente,
esté relacionada a falhas ocasionadas na etapa pré-analitica, acarretando resultados
imprecisos, que podem chegar a 75% do total de erros laboratoriais (GREEN, 2013;
LIPPI et al., 2011).

No presente estudo, optou-se por avaliar aspectos relacionados aos
marcadores de status do ferro, incluindo o proprio ferro, ferritina e transferrina os
quais possuem fungbes muito importantes no organismo e pelo fato de serem
impresceindiveis a vida.

O ferro é imprescindivel para a manutencdo da homeostase e para um
perfeito funcionamento do cérebro (SVOBODOVA et al., 2020), sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) e para o transporte de oxigénio (O2) (BOGDAN et al.,
2016). A transferrina, também conhecida por siderofilina, possui como funcao
principal o transporte de ions ferro, que devem estar na forma férrica (BOSHUIZEN
et al.,, 2017; GOMME; MCCANN; BERTOLINI, 2005; LI; QIAN, 2002). A ferritina é
responsavel pelo armazenamento de ferro e também atua na homeostase
(KNOVICH et al., 2009; SVOBODOVA et al., 2020).

Devido a grande relevancia e ao pequeno numero de estudos relacionados a
estabilidade a curto prazo e ciclo congelamento/descongelamento envolvendo o
status do ferro, uma investigacdo se faz necessaria sobre alguns fatores pré-
analiticos e seus possiveis impactos sobre a estabilidade das amostras frente a
exposicdo a sucessivos ciclos de congelamento/descongelamento, e também no

armazenamento a curto prazo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FERRO, FERRITINA E TRANSFERRINA

O ferro € um elemento imprescindivel a vida, possui fungdes bioldgicas
variadas, tais como: transporte e armazenamento de O,, além de atuar em
processos cataliticos na sintese de DNA e desempenhar papel na producdo de
energia (BOGDAN et al., 2016). No entanto, o excesso de ferro livre pode ser
prejudicial, uma vez que o excedente pode reagir com O, e formar radicais livres
toxicos, 0s quais atacam as membranas das células, proteinas e inclusive DNA
(ANDREWS, 1999). Nos humanos ndo ha excrecdo de ferro, o que ocorre sao
perdas, em torno de 1 a 2 mg diario, através da descamacéao epitelial e também por
perda de sangue (WANG; BABITT, 2019).

Além de sua absor¢cdo pelas células intestinais, que também sé&o
responsaveis pela exportacdo de ferro para a corrente sanguinea (ANDREWS,
1999), o organismo possui mecanismos que regulam a concentracdo de ferro. A
nivel sittmico se da através da hepcidina, horménio de 25 aminoacidos sintetizado
no figado e excretado pelos rins, que atua na homeostase do ferro se ligando a
ferroportina, que é internalizada e degradada (WANG; BABITT, 2019). A hepcidina é
regulada de acordo com os niveis de ferro, que podem contribuir para um aumento
da hepcidina e inibicdo da ferroportina, com isso limitando a entrada de ferro na
corrente sanguinea mantendo seus niveis em equilibrio (WANG; BABITT, 2019).

No sistema reticulo-endotelial estdo localizados mais de dois tercos de todo o
ferro corporal (OGAWA; TSUCHIYA; MAEDA, 2020). A medula 6ssea €é a principal
consumidora de ferro, que serd utlizado na producdo da hemoglobina (Hb) dos
globulos vermelhos (KNOVICH et al., 2009). No momento do nascimento a
quantidade de ferro corporal € de aproximandamente 75 mg/Kg de peso
(WIDDOWSON et al., 1988), ja em um adulto normal varia de 35-45 mg de ferro/Kg
de peso, (LI; QIAN; 2002).

A deficiéncia de ferro, salvo em casos leves ou moderados, é a maior causa
de anemia, afetando uma parcela significativa da populacdo mundial e provocando
diversas consequéncias prejudiciais ao organismo. Além disso, ocorre prejuizo ao
desempenho cognitivo, assim como no crescimento, estado imunoldgico,

capacidade fisica, funcbes gastrointestinais, producdo e metabolismo de hormdnios
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e durante a gravidez aumenta 0s riscos perinatais, contudo o excesso de ferro
também pode causar danos (WHO; 2001). Alteracbes nas quantidades
armazenadas de ferro poderao ser evidenciadas a partir de testes laboratoriais, tais
como: dosagem de Hb, volume corpuscular médio, concentragdo corpuscular média
de Hb, capacidade total de ligacdo de ferro e saturacéo de transferrina (WHO; 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que em paises em desenvolvimento
a anemia acometa 39% das criancas menores de cinco anos, 48% das criancas
entre cinco e quatorze anos, 42% de todas as mulheres e 52% das gestantes (WHO,;
2001). Adicionalmente, estima-se, também, que aproximadamente 25% de crian¢as
em idade pré-escolar do mundo apresentem anemia por deficiéncia de ferro
(MCLEAN et al.,, 2009). Nos alimentos existem substancias que promovem
(proteinas da carne, leite humano, acido ascoérbico e acido citrico) e outras que
inibem (célcio, polifendis e leite de vaca) a absorcéo de ferro (DOMELLOF, 2007).

A Figura 1 ilustra um esquema do metabolismo do ferro corporal.

Para determinar a concentracdo de ferro sérico utiliza-se método
colorimétrico, onde o ferro, apds ser separado da transferrina, sua proteina
transportadora, através da adicdo de um &cido que tem por objetivo precipitar a
proteina, é quantificado pela adicdo de um cromogeno, resultando numa reacédo de
cor (GROTTO, 2010).

A ferritina € uma proteina de 460 kDa cuja funcdo principal é armazenar e
disponibilizar ferro, e apresenta propriedades enzimaticas convertendo o ferro da
forma ferrosa para a forma férrica (FINCH et al., 1986; TORTI, F.; TORTI, S., 2002).
Quando ha uma alteracdo desta, observa-se um desequilibrio na homeostase ou no
metabolismo do ferro (KNOVICH et al., 2009). Ela geralmente apresenta
concentracbes séricas elevadas em doencas malignas, e em diversas condicdes
inflamatorias e neurovegetativas (KNOVICH et al., 2009).

A ferritina sérica € utilizada em conjunto com outros analitos na mensuracao
do status do ferro, sendo considerada uma ferramenta diagndstica muito util na
diferenciacdo das anemias causadas por deficiéncia de ferro das demais, além de
ser considerada a melhor maneira para quantificar o estoque de ferro corporal
(KNOVICH et al., 2009). No entanto, o diagnéstico de excesso de ferro depende da
exclusao de outras condi¢gdes que podem ocasionar um aumento na concentragao
da ferritina plasmatica, tais como: inflamacdo, dano tecidual, aumento no

metabolismo e neoplasias (FINCH et al., 1986).
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Figura 1. Mecanismo da homeostase do ferro corporal.
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O ferro proveniente da dieta é absorvido, a ferritina armazena e disponibiliza o ferro, que se liga a
transferrina e é distribuido aos tecidos corporais. Os eritrocitos envelhecidos sédo fagocitados por
macrofagos, o ferro é liberado da hemoglobina e entra novamente na circulacdo (GREGORY; DAVID,
2017). O mecanismo de homeostase sistémica do ferro é regulado pela hepcidina, hormdnio
sintetizado no figado, que atua se ligando a ferroportina, induzindo a sua internalizacao e degradacao
em varios tipos de células (BOGDAN et al., 2016).

Fonte: Adaptado de GREGORY; DAVID, 2017.

Além do método imunoturbidimétrico, a ferritina sérica pode ser determinada
através de métodos imunoenzimaticos, utilizando anticorpos antiferritina humana,
através de técnicas de Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) ou
eletroquimioluminescéncia (COOK; BAYNES; SKIKNE, 1992).

A transferrina, também conhecida por siderofilina, € uma glicoproteina
sintetizada principalmente nos hepatécitos (BOSHUIZEN et al., 2017; GOMME;

MCCANN; BERTOLINI, 2005; GRUSZEWSKA et al.,, 2017). Possui uma massa
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molecular de 79,6 quilodaltons (kDa), é constituida por trés subdominios estruturais,
sendo duas cadeias de oligossacarideos N-ligadas e uma Unica cadeia polipeptidica
composta por 679 aminoacidos (DE JONG; VAN DIJK; VAN EIJK, 1990). Além
disso, a transferrina possui nove isoformas, de acordo com o numero de residuos de
acido sidlico nas cadeias de carboidratos, da asialotransferrina a
octasialotransferrina (GRUSZEWSKA et al., 2017).

A principal funcdo da transferrina é transportar ferro para os tecidos que
necessitam desse metal essencial em diferentes processos fisiolégicos
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005). No soro humano, em condicdes
normais, cerca de um terco da concentracdo de transferrina € saturada com ferro,
fornecendo uma capacidade de armazenamento eficiente em caso de aumento dos
niveis de ferro no sangue (RHOADES; BELL, 2017), uma vez que uma molécula de
transferrina pode se ligar a até dois ions ferro na forma férrica (CHUNG, 1984).

A transferrina € um biomarcador bem estabelecido em diferentes patologias
humanas. A determinacdo de transferrina sérica tem importancia clinica conhecida
em casos de pacientes com deficiéncia de ferro, como na avaliacdo diagnéstica de
anemia, na qual a transferrina apresenta-se aumentada, porém menos saturada
(MOTTA, 2009). Os niveis de transferrina no sangue estéo associados a estados de
sobrecarga de ferro que ocorrem em doencas como hemocromatose hereditaria,
hipotransferremia, atransferrinemia, siderose transfusional e distlrbios associados a
ferroportina (ALEXANDER; KOWDLEY, 2009). Adicionamente, a concentracdo de
transferrina sérica diminui nos processos inflamatérios, desnutricdo, tumores
malignos, neoplasias, hemolise e deficiéncias hereditarias (MOTTA, 2009).

A determinacdo da transferrina pode ser realizada por imunoturbidimetria,
radioimunoensaio, nefelometria e ELISA. Atualmente os métodos utilizados para
quantificacdo da transferrina sérica, devido a maior precisdo, Sdo 0s imunoquimicos,

entre os quais se incluem imunoturbidimetria e imunonefelometria (BURTIS, 2008).

3.2 EFEITOS DO ARMAZENAMENTO SOBRE O FERRO, FERRITINA E
TRANSFERRINA

E pratica bastante comum em laboratérios, principalmente em ambiente
hospitalar, o0 armazenamento de amostras a fim de evitar coletas desnecessarias,

tornando mais rapida determinacdo de um analito adicional. Além disso, esse
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armazenamento também tem o objetivo de, caso necessério, realizar a confirmacgéo
de algum resultado nessa amostra (NIELSEN et al., 2017).

Amostras biolégicas mantidas a temperatura ambiente sofrem transformacdes
quimicas, enzimaticas e bacterianas. Sendo assim, é preferivel analisar amostras
frescas. Quando necessario opta-se por, na tentativa de manter a integridade e
assegurar a estabilidade, armazenar as amostras a temperaturas que variam de 4°C
a -142°C. No entanto, as condi¢cdes mais utilizadas sao: 4°C (refrigeracdo) e -5°C a -
20°C (congelador) (SUBRAMANIAN, 1995).

Dentro do processo da andlise laboratorial, a estabilidade faz parte da etapa
pré-analitica, responsavel por grande parte dos erros nas determinacdes
laboratoriais, que podem ser devido a perda de qualidade da amostra,
principalmente pelo armazenamento inapropriado (GREEN, 2013; LIPPI et al.,
2011), tornando imprescindivel o aperfeicoamento de condi¢cdes de armazenamento
e tratamento das amostras nessa etapa.

A estabilidade pode ser considerada como a capacidade que a amostra
armazenada possui de reproduzir o valor determinado da concentracdo a partir da
linha de base com uma variacdo aceitavel, nas mesmas condi¢cbes (GUDER et al.,
2003), ou, conforme definada pela International Organization for Standardization
(ISO), é a capacidade que a amostra possui de manter um valor de propriedade
inicial dentro de limites especificados, por um periodo especificado e armazenado
sob condicdes definidas (ISO Guide 30, 2015). Alguns fatores podem levar a sua
alteracdo, tais como: tempo, temperatura na qual a amostra é armazenada e
também quando submetida a ciclos de congelamento/descongelamento (NIELSEN
et al., 2017).

O analito ferro, quando armazenado a partir de dez horas a 21°C, parece ser
impactado de forma bastante significativa, chegando a um aumento médio de 11%
em relagdo a medicdo basal (HENRIKSEN et al., 2014). Também se mostrou
instavel por menos de vinte e quatro horas a 25°C e a 35°C, demonstrando um
aumento significativo (TANNER et al., 2008). Por outro lado, a temperaturas
negativas, alguns estudos indicaram boa estabilidade desse analito por até quatro
meses, quando o armazenamento foi a temperatura de -20°C (DONNELLY et al.,
1995) e por até doze meses quando armazenado a temperaturas de -20, -70 e -
196°C (JANSEN; BEEKHOF; SCHENK, 2013). No entanto, nesse estudo, foram

observadas algumas variagcdes que resultaram em um aumento significativo dos
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valores em relag&o ao valor inicial, nas amostras armazenadas a temperatura de -
70°C e na determinacgéo dos seis meses (JANSEN; BEEKHOF; SCHENK, 2013).

Existe escassez de informacado a respeito da estabilidade da ferritina a curto
prazo quando o armazenamento € realizado em temperaturas negativas. Em um
estudo realizado avaliando a estabilidade a temperatura ambiente, a 4°C e -6°C, a
ferritina ndo demonstrou variacao fora do aceitavel por até quatorze dias (KUBASIK
et al., 1982). Outro estudo demonstrou a falta de capacidade da ferritina em se
manter estavel, onde houve aumento dos valores quando o armazenamento foi por
vinte e quatro horas a 25°C e j& aumentaram apds quatro horas de armazenamento
a 35°C, excedendo o limite clinicamente aceitavel (TANNER et al., 2008). No
entanto, um estudo mais recente, onde as amostras foram armazenadas a 21°C por
dez horas, o resultado foi diferente, apresentou uma diminuicdo em relacdo a
dosagem basal que, apesar de ser quantitativamente pequena, foi significativa
(HENRIKSEN et al., 2014).

A ferritina é suscetivel a degradacdo quando armazenada por um longo
periodo, sofrendo decréscimo de 18,5% ao longo de vinte e cinco anos de
armazenamento a -25°C em comparacdo com os valores médios obtidos das
amostras frescas (GISLEFOSS; GRIMSRUD; MORKRID, 2009). Ja em publicacéo
recente, os resultados obtidos evidenciaram a estabilidade da ferritina sérica ap6s
armazenamento a longo prazo, por até cinco anos a -80°C, pois as diferencas
médias das variacGes estavam dentro do limite aceitavel (SACRI et al., 2017).

A transferrina conseguiu apresentar uma boa estabilidade ao longo do
periodo de um ano nas temperaturas de -20, -70, e -196°C, apesar de variacbes
iniciais (JANSEN; BEEKHOF; SCHENK, 2013). Em contraste, outro estudo no qual a
avaliacao foi de até vinte e cinco anos e armazenamento a -25°C demonstrou que a
transferrina ndo apresenta uma boa estabilidade. Ao comparar a determinacéo apos
dois anos ao periodo inicial, houve um decréscimo de 3,4% na sua concentragao.
Quando a avaliagéo foi da concentracdo de vinte e cinco anos comparada a inicial
houve um acréscimo de 8,2%, e a diferenca tornou-se mais evidente quando a
comparacao foi realizada entre os valores das dosagens de dois anos e de vinte e
cinco anos, que apresentou um acréscimo de 12,1% (GISLEFOSS; GRIMSRUD;
MORKRID, 2009).
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3.3 CICLOS DE CONGELAMENTO/DESCONGELAMENTO E IMPACTO SOBRE
O FERRO, FERRITINA E TRANSFERRINA

A andlise do ciclo congelamento/descongelamento consiste em congelar as
amostras a temperatura indicada, mantidas por um determinado periodo, sendo
entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Apds as amostras
estarem completamente descongeladas, inicia-se um novo ciclo, seguindo as
mesmas condicbes de congelamento, manutencdo e descongelamento,
quantificando o analito nas amostras apés o ultimo ciclo. O objetivo desse teste €
verificar se ocorre uma alteracdo na concentra¢do do analito apos a entrada e saida
das amostras nos congeladores durante o armazenamento (VIEIRA; REDIGUIERI,
Camila; REDIGUIERI, Carolina, 2013).

Pouco interesse havia sobre os efeitos provocados por repetidos ciclos de
congelamento/descongelamento nas concentracdes de varios analitos no soro ou
plasma até o crescimento dos bancos de soro e plasma durante a uUltima parte do
século XX. Embora possam ser minimizados os efeitos de congelamento e
descongelamento repetidos de amostras com o0 armazenamento em VArios
recipientes pequenos, algumas vezes, por necessidade, € utilizado soro ou plasma
que ja foi exposto a um ou mais ciclos de congelamento/descongelamento, levando
a guestionamentos sobre os dados obtidos a partir dessas amostras (COMSTOCK et
al., 2008).

Varias tensdes podem ser induzidas pelo congelamento da amostra, como
temperatura baixa, cristalizacdo da agua e formacéo de gelo, concentracao do soluto
e alteracbes no pH (CAO et al.,, 2003), o que contribui para a desnaturacdo de
proteinas (FRANKS, 1985). O impacto do congelamento/descongelamento sobre os
niveis de lipoproteinas, no qual amostras de soro foram congeladas a -20 e -70°C e
posteriormente descongeladas a temperatura ambiente em ciclos que se
estenderam por um més, demonstrou variacdo significativa negativa em relacéo as
amostras frescas (SGOUTAS; TUTEN, 1992). Sendo assim, tornou-se necessario
estudar maneiras de minimizar os danos provocados pela operacdo de ciclo
congelamento/descongelamento (JIANG; NAIL, 1998).

Os efeitos de um descongelamento intermediario, vinte e quatro horas ap6s o
congelamento inicial, foram desfavoraveis a estabilidade da ferritina quando

armazenada por até cinco anos a -80°C, causando elevac¢des nos resultados quando
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comparados as amostras que ndo sofreram esse descongelamento. J& em um curto
periodo de armazenamento (sete dias) as variacdes observadas ndo foram
clinicamente significativas, independentemente das amostras terem sofrido
descongelamento intermediario ou ndo (SACRI et al., 2017). Resultado diferente foi
relatado em outro estudo, no qual ndo foi observada variagdo significativa nas
medidas de ferritina sérica mantida a -80°C por até treze meses submetendo-as a
um ciclo de congelamento/descongelamento mensal (BRINC et al., 2012).

A transferrina, quando submetida a seis ciclos de congelamento a -20°C e
descongelamento que se estenderam por até quarenta e trés dias, demonstrou nao
sofrer impacto (STODDARD et al.,, 1984). No entanto, n&o ficou claro quais 0s
critérios para escolha dos dias para efetuar as avaliacbes. Dessa forma, faz-se
necessaria a avaliagcdo mais aprofundada dos impactos provocados por sucessivos
ciclos de congelamento/descongelamento sobre este analito.

Apesar das evidéncias ja existentes em relacdo a estabilidade do ferro,
ferritina e transferrina e ao comportamento desses analitos frente a ciclos de
congelamento/descongelamento, as informagcBes sdo conflitantes e, em alguns
casos, defasadas. Considerando a falta de informacbes consistentes sobre os
efeitos de sucessivos ciclos de congelamento/descongelamento, princialmente do
analito ferro, e a escassez de estudos sobre a estabilidade a curto prazo, é

necessario explorar mais sobre o comportamento dos analitos nessas situacdes.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do armazenamento a curto prazo e de trés ciclos
consecutivos de congelamento/descongelamento sobre as concentracfes séricas de

ferro, ferritina e transferrina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do armazenamento de amostras de soro humano a 4°C, -20°C e -
80°C, por um periodo de até vinte e oito dias, sobre a estabilidade do ferro, ferritina
e transferrina,;

- Verificar os efeitos de trés ciclos consecutivos de congelamento/descongelamento
nas temperaturas de -20°C e -80°C sobre os analitos de escolha;

- Identificar a melhor condicdo de armazenamento das amostras de soro para a

quantificacdo do ferro, ferritina e transferrina.
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SUMMARY

Background: Most errors in the laboratory occur due to processes related to the pre-
analytical phase. The purpose of this was to investigate the effects of multiple freeze-thaw
cycles on serum iron, transferrin, and ferritin, as well as the impact of short-term storage on
the stability of these analytes.

Methods: Serum samples from ten volunteers were submitted to three consecutive freeze-
thaw cycles at -20°C and -80°C. Serum aliquots were also kept at 4°C, -20°C, and -80°C for
28 days. Iron, ferritin, and transferrin were measured after 1, 7, 14, 21, or 28 days of storage.
Results: Serum ferritin and transferrin showed variations from -2.6 to 2.6% for ferritin and -
1.7 to 2.4%, respectively, in their concentrations during the three freeze-thaw cycles of -20°C
and -80°C. However, the variations were statistically significant only at -20°C. No significant
changes were found for iron at both temperatures. The storage at temperatures of 4°C, -20°C,
and -80°C for up to 4 weeks significantly affected the serum concentrations of iron, ferritin,
and transferrin (p < 0.01 for all).

Conclusions: Serum iron, ferritin, and transferrin were affected by the storage of samples at
temperatures of 4°C, -20°C and -80°C for up to 4 weeks, and the freeze-thaw cycles at -20°C

influenced the measurement of serum ferritin and transferrin.

Keywords: Iron, Ferritin, Freeze-thaw cycle, Stability, Transferrin.
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INTRODUCTION

The assessment of pre-analytical interference on laboratory tests is of great
importance, since this step is considered the most sensitive phase of the entire analytical
process, and must guarantee quality and reliability [1, 2, 3]. Errors in the pre-analytical phase
are responsible for up to 75% of laboratory exam errors [1, 4]. Therefore, it is of interest to
investigate some aspects of the influence of freeze-thaw cycles and short-term storage on the
stability of laboratory parameters such as iron, ferritin, and transferrin.

More than two-thirds of the iron present in the body is located in the
reticuloendothelial system, encompassing hemoglobin, and bone marrow [5]. Iron is essential
for the transport of oxygen, DNA synthesis, and homeostasis maintenance [6, 7]. Transferrin
is synthesized mainly in liver hepatocytes [8, 9, 10], and it is essential to transport iron ions in
the ferric form [9, 10, 11]. Ferritin is another protein that acts on homeostasis, and in iron
storage [7, 12]. Besides, this protein is useful to differentiate anemia caused by iron
deficiency from other types of anemia, as well as to quantify the iron content stored in the
body [12].

Evidence related to the assessment of the stability of iron, ferritin, and transferrin is
mainly focused on long-term storage [13, 14, 15]. For this reason, it is important to
investigate the stability of these analytes under other conditions. Therefore, the present study
aimed to investigate the effects of multiple freeze-thaw cycles on serum iron, transferrin, and

ferritin, as well as the impact of short-term storage on the stability of these analytes.

MATERIALS AND METHODS
Study population

Ten supposedly healthy subjects were enrolled at the University Hospital of Santa
Maria, located in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. None of the individuals recruited
had urinary tract diseases, previous kidney disease, undergoing kidney transplantation,
inflammatory or infectious diseases, neoplasms, liver disease, and thyroid disorders. Blood
samples were collected via the venous puncture technique into Vacutainer® (BD Diagnostics,
Plymouth, UK) tubes without anticoagulant, after at least 8 hours fasting period. After, the
samples were centrifuged at 2500 x g for 15 minutes. The serum was used to measure the
analytes. The samples were aliquoted and stored under the necessary conditions for the
assays. The local Research Ethics Committee approved this study (humber
11559119.4.0000.5346), and all participants signed a consent form.
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Laboratory measurements

Dosages were performed via the BS 380® automated biochemical analyzer (Mindray,
Shenzhen, China) using commercial kits (Bioclin®, Belo Horizonte, Brazil). Baseline fasting
glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol,
HDL-cholesterol, and triglycerides were quantified by use of commercial assays. The body
mass index (BMI) was calculated by dividing the weight in kilograms by the square of the
height in meters. Iron was determined by a colorimetric technique using the modified
Goodwin/Ferrozine methodology, in which the iron is released from transferrin in acidic
medium and reduced to the ferrous state through hydroxylamine and then reacts with
ferrozine leading to the formation of a violet complex. Transferrin and ferritin were
determined by immunoturbidimetric assays, where the analytes react with specific antibodies
forming an antigen-antibody complex. The turbidity was proportional to the concentration of

the analyte in the sample.

Effects of freeze-thaw cycles on serum analytes

Serum samples were kept at -20°C and -80°C. Every 75 minutes, the samples were
thawed for 15 minutes at 37°C, and the levels of iron, ferritin, and transferrin were measured.
Then, the samples were refrozen, and a new cycle began. Three consecutive cycles were

performed on the same day as the blood collection.

Stability of iron, transferrin and ferritin at 4°C, —20°C and —80°C

For this investigation, 15 aliquots were taken from each sample, of which five tubes
were kept in each temperature: 4°C, -20°C, and -80°C. After 1, 7, 14, 21, or 28 days of
storage, one tube from each individual was thawed at 37°C for 15 minutes, and the analytes

were measured.

Statistical Analysis

The distribution of the variables was investigated by the use of the D'Agostino and
Pearson omnibus normality test. The parametric variables were expressed as mean + standard
deviation (SD) and the non-parametric as median and interquartile range. The one-way
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures was used to verify the influence of
storage conditions on analyte stability. A p-value of less than 0.05 was considered statistically
significant. Data were analyzed using GraphPad Prism® software version 6.01 (GraphPad
Software, La Jolla, California, USA).
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RESULTS

The baseline characteristics of the study population are shown in Table 1. The effects
of the freeze-thaw cycles on the serum iron, ferritin, and transferrin were reported in Table 2.
Serum iron presented a reduction between 3.4% and 11.2% along with the three freeze-thaw
cycles compared to the baseline values at the temperatures of -20°C and -80°C. The highest
variations were observed in the samples kept at -80°C; however, the differences were not
statistically significant for both temperatures (p = 0.239 and p = 0.088, respectively). Serum
ferritin and transferrin showed variations in their concentrations during the three freeze-thaw
cycles at temperature of -20°C and -80°C. The values varied from -2.6 to 2.6% for ferritin and
from -1.7 to 2.4% for transferrin over all three cycles. However, the variations were
statistically significant for ferritin and transferrin only in samples maintained at -20°C (p =
0.003 and p = 0.002, respectively).

The storage of serum samples at temperatures of 4°C, -20°C, and -80°C for up to 4
weeks significantly affected the serum concentrations of iron, ferritin, and transferrin (Table
3). Iron showed a variation of -12.3 to 29.2% concerning its basal value found in fresh
samples, and the most prominent variations were found in samples stored at 4°C (p < 0.001).
Besides, the storage at all temperatures significantly affected (p < 0.001) the concentrations of
ferritin and transferrin, with variations ranging from -6.0 to 58.1% and from -22.3 to -3.5%,

respectively.

DISCUSSION

This study demonstrated that freeze-thaw cycles at -20°C affected the measurement of
serum ferritin and transferrin. Besides, the stability of serum iron, ferritin, and transferrin was
affected by the three storage temperatures at times investigated in the present study. Although
the stability of these analytes was previously investigated [3, 13, 14, 16], the importance of
the present study is to provide a better understanding of short-term stability of serum iron,
ferritin, and transferrin, as well as the impact of three consecutive freeze-thaw cycles on these
analytes in other conditions.

The successive freeze-thaw cycles at -20°C promoted slight but significant changes in
serum concentrations of ferritin and transferrin. These variations were discreet, which does
not affect the clinical interpretation of the result. However, it is recommended to quantify
these proteins in fresh samples, since the successive freeze-thaw cycles can affect the

conformational structure of the proteins.
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Serum iron, ferritin, and transferrin were affected by the storage of samples at
temperatures of 4°C, -20°C and -80°C for up to 4 weeks. It is speculated that the storage on
these conditions may promote conformational changes and even mild denaturation of
proteins, which may affect the results of ferritin and transferrin. Freezing urine samples, for
example, can cause conformational changes in other proteins such as albumin [17, 18]. Also,
the freezing and thawing of serum samples contribute to the occurrence of protein
denaturation [19, 20]. This could also explain the changes found for ferritin and transferrin in
the freezing and thawing cycles at -20°C. Since immunological assays are usually employed
for measuring ferritin and transferrin, it is plausible to speculate that antibodies may not
recognize modified proteins, which may affect the quantification of these proteins. For serum
iron, we hypothesized that the conformational changes in transferrin might have influenced
the amount of free iron available in the serum. Another hypothesis may be related to the
evaporation of the samples during storage, as previously suggested [15]. This evaporation can
promote the concentration of the samples and be related to falsely elevated serum iron results.

CONCLUSION

Serum concentrations of iron, ferritin, and transferrin were affected by the storage of
samples at temperatures of 4°C, -20°C and -80°C for up to 4 weeks. Besides, freeze-thaw
cycles at -20°C influenced the measurement of serum ferritin and transferrin. Therefore, it is

recommended to measure these analytes preferably in fresh samples.
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Table 1. Baseline characteristics of the study population.
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Variables Values

Age (years) 434 +124
Male (%) 60

BMI (kg/m?) 27.9+4.2
Fasting glucose (mg/dL) 91 (82-103)
AST (U/L) 24 (18-40)
ALT (U/L) 24 (15-36)
Total cholesterol (mg/dL) 219 £ 45
HDL cholesterol (mg/dL) 59 + 15

Triglycerides (mg/dL)

160 (96-254)

Data are expressed as mean + SD or median and interquartile range. BMI, body mass index;

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; HDL, high-density

lipoprotein.



Table 2. Effects of the freeze/thaw cycles on serum iron, ferritin, and transferrin.

Basal Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 p-value
Iron
-20°C 89+19 86 + 22 82+18 85+21 0.239
-80°C 89+19 81+19 80+19 79113 0.088
Ferritin
-20°C 117+81 115+80 116+81  118+83 0.003
-80°C 117+81 114+80 116+80 12086 0.191
Transferrin
-20°C 28746 282+45 284144 294+ 44 0.002
-80°C 287 +46 283+43 284+44 291140 0.074

Serum concentrations of iron and ferritin were expressed in pg/L, and serum transferrin

values were expressed in mg/dL. Values were expressed as mean + SD.
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Table 3. Stability of serum iron, ferritin and transferrin in different temperatures up to 28

days.
Days
Fresh 1 7 14 21 28 p-value

Iron
4°C 89+19 89+18 97+21 106+22 104+22 115+20 <0.001
-20°C 89+19 89+17 90%+18 79+£18 89+17 97+18  0.003
-80°C 89+19 90x+16 90x17 78+20 91+19 95+18 0.004
Ferritin
4°C 117+8 174+86 110+£64 174+87 184+95 185+94 <0.001
-20°C 117+8 175+87 140+69 168+87 169+87 167+84 <0.001
-80°C 117+8 173+87 150+73 168+87 175+89 151+81 <0.001
Transferrin
4°C 287 +46 263+38 264+36 251+34 277+45 259+35 0.001
-20°C 287 +46 257 +37 248+36 223+29 248+34 226+33 <0.001
-80°C 287 +46 271+39 248+36 235+43 250+37 223+33 <0.001

Serum concentrations of iron and ferritin were expressed in pg/L, and serum transferrin

values were expressed in mg/dL. Values were expressed as mean * SD.
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6 CONCLUSAO

- O armazenamento das amostras nas temperaturas de 4°C, -20°C e -80°C por até
guatro semanas provocou efeitos sobre a estabilidade dos analitos ferro, ferritina e
transferrina, cujas concentracdes séricas foram afetadas. Em relacdo ao ferro e a
ferritina, a temperatura que provocou mais variacdes foi a de 4°C. No entanto, a
transferrina foi mais afetada quando armazenada a -20°C.

- As concentracdes séricas de ferro e de ferritina foram influenciadas quando as
amostras foram submetidas aos ciclos de congelamento/descongelamento
realizados a -20°C. O analito ferro n&o foi impactado pelos ciclos de
congelamento/descongelamento em nenhuma temperatura testada.

- Na determinacédo destes analitos € recomendada a utilizacdo, preferencialmente,
de amostras frescas.

- Em concluséo, os analitos do status do ferro demonstraram ser mais sensiveis ao
armazenamento do que a exposi¢cdo a ciclos de congelamento/descongelamento,
apesar das alteracdes nos resultados ndo apresentarem uma grande repercussao
clinica. Assim, apesar de algumas limitacbes, esse estudo contribui para o
conhecimento a respeito dos impactos provocados pelas diferentes condicdes pré-

analiticas.
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