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A glutationa (L-y-glutamil-L-cysteinylglycine) é o principal tiol ndo proteico do organismo e
estd envolvida na defesa celular antioxidante. A glutationa livre estd presente principalmente
na sua forma reduzida (GSH) e pode ser convertida para a forma oxidada (GSSG) na presenca
de espécies reativas de oxigénio (EROs). A razdo GSH/GSSG elevada é muito importante
para o estado redox celular e uma reducdo desta razdo é frequentemente utilizada como um
indicador do estresse oxidativo. A enzima glutationa redutase (GR) catalisa a reducdo de
GSSG a GSH utilizando NADPH. Devido a grande importancia antioxidante da glutationa e
considerando que a mesma esta presente em quase todos 0s organismos, numerosas pesquisas
envolvendo as mais diversas tentativas de deteccdo de GSH, GSSG e GR em sistemas
bioldgicos tem sido realizadas. Assim, o objetivo deste estudo foi validar um método analitico
automatizado, baseado em um método espectrofotométrico proposto por Mannervick e
Carlberg em 1985 para a mensuracdo da atividade da GR que consiste na oxidacdo do
NADPH, o qual é monitorado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 340 nm
utilizando o analisador automatizado Cobas Mira®, determinar seus limites de referéncia para
uma populacdo saudavel e ainda avaliar a interferéncia pré-analitica que influenciam na fase
analitica da hemoglobina, lipemia e bilirrubina. O método automatizado para a mensuragdo da
atividade da enzima GR foi validado seguindo recomendagdes da ANVISA e EMEA. Sendo
que o mesmo foi linear (r*=0,990), preciso, apresentando um coeficiente de variacio (CV) na
precisao intraensaio de 5,7% (50 U/L) e 3,4% (100 U/L) e na precisao interensaio um CV de
9,5% (50U/L) e 9,9% (100 U/L). Alem disso, foi observada uma recuperacdo de 114,1%,
sendo este método considerado exato. Os limites de referéncia foram avaliados seguindo
recomendacdes da International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), sendo que foram
de 21,7 U/L a 60,3 U/L, para uma populacdo saudavel. Na simulacdo da hemdlise, lipemia e
ictericia em amostras de plasma, avaliou-se a interferéncia pré-analitica na atividade da GR.
Todas as concentracdes utilizadas de Intralipid® (0,67; 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/dL), de padréo de
hemoglobina (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 g/dL) e de bilirrubina (0,9; 1,9; 3,8; 7,5; 15 e 30



mg/dL) resultaram em uma diferenca do valor original de GR, sendo verificada uma
porcentagem maior que 5%, sendo essa porcentagem considerada, para enzimas, interferéncia
analitica. Dessa forma, foi possivel concluir que o método automatizado desenvolvido foi
linear, preciso, exato, simples e de baixo custo, podendo ser adaptado ao analisador Cobas
Mira®. Os limites de referéncia para uma populacio saudavel também foram estabelecidos.
Além disso, foi demonstrado que a hemoglobina, a lipemia e a bilirrubina interferem na
mensuracdo da atividade da GR.

Palavras-chave: Método automatizado. Validacdo. Glutationa redutase. Limites de
referéncia. Interferéncia pré-analitica. Lipemia. Hemoglobina. Bilirrubina.
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Glutathione (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine) is the major non-protein thiol body and is
involved in cellular antioxidant defense. The free glutathione is present mainly in its reduced
form (GSH) and can be converted to the oxidized form (GSSG) in the presence of reactive
oxygen species (ROS). The GSH/GSSG ratio high is very important for the cellular redox
state and a reduction of this ratio is often used as an indicator of oxidative stress. The enzyme
glutathione reductase (GR) catalyzes the reduction of GSSG to GSH using NADPH. Because
of the great importance of the antioxidant glutathione and considering that it is present in
almost all organisms, numerous studies involving several attempts to detect GSH, GSSG and
GR in biological systems has been performed. The objective of this study was to validate an
automated analytical method, based on a spectrophotometric method proposed by Mannervick
and Carlberg in 1985 to measurement the GR activity which is the oxidation of NADPH,
which is monitored sggectrophotometrically at a wavelength of 340 nm using the automated
analyzer Cobas Mira™, determine its limits of reference for a healthy population and further
evaluate the pre-analytical interference that influence the analytical phase of hemoglobin,
bilirubin and lipemia. The automated method for measuring of the GR activity was validated
as recommended by the EMEA and ANVISA. Since it was linear (r* = 0.990), precise, with a
coefficient of variation (CV) in precision intraassay of 5.7% (50 U/L) and 3.4% (100 U/L)
and precision interassay CV of 9.5% (50 U/L) and 9.9% (100 U/L). In addition, we observed
a recovery of 114.1% with this method considered accurate. The reference limits were
evaluated as recommended by the International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), and
were 21.7 U / L to 60.3 U / L, for a healthy population. In the simulation of hemolysis,
lipemia and jaundice in plasma samples, we evaluated the pre-analytical interference in the
activity of the GR. All concentrations of Intralipid® (0.67, 1.25, 2.5, 5 and 10 mg / dL),
hemoglobin standard (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 and 1 g / dL), and bilirubin (0.9, 1.9, 3.8, 7.5,
15 and 30 mg / dL) resulted in a difference from the original value of GR, and verified a
percentage greater than 5%, and this percentage considered for enzymes, analytical
interference. Thus, it was concluded that the automated method developed was linear, precise,
accurate, simple and inexpensive, and can be adapted to the Cobas Mira® analyzer. The



reference limits for a healthy population were established. Furthermore, it was demonstrated
that hemoglobin, lipemia and bilirubin interfere in the measurement of the GR activity.

Keywords: Automated method. Validation. Glutathione reductase. Reference limits. Pre-
analytical interference. Lipemia. Hemoglobin. Bilirubin.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
dois artigos, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTIFICOS. As se¢bes Materiais
e Meétodos e Resultados encontram-se nos proprios artigos e representam a integra deste
estudo. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacao,
apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos neste
trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, DISCUSSAO e CONCLUSOES desta dissertacio,
uma vez que as referéncias utilizadas para a elaboracdo dos artigos estdo mencionadas nos

proprios artigos.



1 INTRODUCAO

A glutationa (L-y-glutamil-L-cysteinylglycine) € o principal tiol ndo proteico presente
no organismo e esta envolvida na defesa celular antioxidante. A glutationa livre esta presente
principalmente na sua forma reduzida (GSH) e pode ser convertida para a forma oxidada
(GSSG) na presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs). A razdo GSH/GSSG elevada é
muito importante para o estado redox celular e uma reducdo desta razdo € frequentemente
utilizada como um indicador do estresse oxidativo. A enzima glutationa redutase (GR)
catalisa a reducdo de GSSG a GSH utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH). Alguns estudos relatam que a atividade da GR esta aumentada em varias doencas,
como em tumores do trato gastrointestinal (SCIBIOR et al., 2008), na doenca renal crénica
(SCHETTLER, 1998) e na angina instavel (SAPIRA et al.,, 2011). Devido a grande
importancia antioxidante da glutationa e considerando que a mesma esta presente em quase
todos 0s organismos, numerosas pesquisas envolvendo as mais diversas tentativas de detecgédo
de GSH, GSSG e GR em sistemas bioldgicos tem sido realizadas (REED, 1990; PASTORE et
al., 2003; DE VEGA et al., 2003; SAPIRA et al., 2011;).

A atividade da GR tem sido mensurada por alguns métodos analiticos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e fluorescéncia, porém, estes métodos
geralmente ndo estdo disponiveis em laboratorios clinicos e sdo relativamente desvantajosos
por exigirem muito tempo de analise, além de serem relativamente caros e considerados
trabalhosos. Em particular, a CLAE apresenta custo elevado, gera uma quantidade excessiva
de residuos, tornando este método invidvel também pela questdo ambiental (PIGOTT;
KARUSO, 2007).

Nos ultimos anos a comunidade laboratorial vem aceitando a evidéncia de que as fases
pré e pos-analitica estdo mais propensas a erros do que a fase analitica (PLEBANI, 2009). De
acordo com estudos, erros pré-analiticos representam mais da metade do total de erros que
ocorrem no laboratério clinico (PLEBANI et al., 2006; LIPPI, 2009) e dentro deste tipo de
erros, € notavel a importancia da qualidade das amostras a analisar. Porém, a fase do
laboratdrio conhecida como pré-analitica, vem sendo apontada por diferentes estudos, como a
grande responsavel pelos erros laboratoriais. A principal razdo para a alta frequéncia de erros
nesta fase do processo esta na dificuldade de controlar as variaveis pré-analiticas e em realizar

melhoria nos processos, pois diversas variaveis encontram-se no preparo do paciente e no
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momento da coleta e identificacdo de amostras biologicas (ROMERO, 2005; PLEBANI,
2007). Estima-se que aproximadamente 70% de todos os diagndsticos sdo feitos com base nos
testes laboratoriais (PLEBANI, 2007), e que os resultados desses testes sdo responsaveis por
afetar entre 60 a 70% das decisdes sobre a admissdo, alta hospitalar e regime terapéutico dos
pacientes (FORSMAN, 1996). Assim, os tipos mais frequentes de interferéncia pré-analitica
em testes de rotina em quimica clinica sdo causados por interferentes enddégenos como a
hemolise, lipemia e ictericia (FLEMING; SWAMINATHAN, 2001). Amostras ictéricas de
plasma tem uma alta prevaléncia em pacientes na unidade de terapia intensiva, bem como
gastroenterologia, pacientes cirurgicos e pediatricos (GUDER, et al., 2000). Ja as amostras
lipémicas sdo frequentemente encontradas na préatica de laboratérios clinicos e podem causar
interferéncias significativas nos resultados analiticos nos diferentes parametros bioquimicos.
As causas mais comuns de ocorréncia de lipemia sdo: dieta, ingestdo de alcool, diabetes
mellitus, hipertrigliceridemia, insuficiéncia renal cronica, hipotireoidismo, pancreatite,
mieloma multiplo, cirrose biliar hepética, lGpus eritematoso, nutricdo parenteral total,
farmacos como inibidores de protease, estrogénio, anticoncepcionais orais, entre outros
(CALMARZA; CORDERO, 2011). A presenca de substancias interferentes altera o valor
correto do resultado, podendo levar a uma intervencdo clinica inapropriada, o que
compromete a saude do paciente (KAZMIERCZAK; CATROU, 2000).

Devido a importante fungdo desempenhada pela enzima GR, bem como o seu
envolvimento em diferentes patologias, é relevante a mensuracdo de sua atividade em
amostras de plasma, a fim de elucidar o seu envolvimento em processos inflamatérios, de
estresse oxidativo e disfuncdo endotelial. Desta forma, € de suma importancia a validacdo de
métodos automatizados, simples e com boa relagdo custo-beneficio para a mensuragcdo da GR
e que seja aplicavel aos laboratdrios clinicos e de rotina e também determinar seus limites de
referéncia em uma populacdo saudavel para que esses valores possam ser comparaveis a
outros obtidos e ainda avaliar a interferéncia analitica da lipemia, hemoglobina e bilirrubina
na atividade da GR.

1.1 Glutationa: introducéo a molécula

A glutationa é um tripeptideo contendo tiol, que desempenha um papel importante no

organismo. Estd envolvida na defesa celular contra xenobioticos e compostos que ocorrem
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naturalmente, tais como os radicais livres e hidroperéxidos (PASTORE et al., 2003). Este
tripeptideo linear de aminoacidos foi cristalizado por diversos pesquisadores, onde se
verificou a presenca relevante de enxofre, sendo assim designada de glutationa (TEW, 2007).
Esta molécula é sintetizada no interior das células. A sua sintese varia de acordo com a
biodisponibilidade dos aminoacidos (glicina, cisteina e acido glutdmico), principalmente a
cisteina, uma vez que € o aminoécido mais escasso nos alimentos. Este aminoécido apresenta
em sua estrutura um componente que o caracteriza bioquimicamente, o enxofre, designado de
grupo tiol. Este grupo confere a glutationa a capacidade de desempenhar as funcdes que lhe
sdo caracteristicas e de importancia vital ao organismo (HOER et al., 2001).

Nas células, a glutationa total pode estar livre ou ligada as proteinas. Na sua maioria,
ela estd presente principalmente na forma reduzida, que pode ser convertida a forma oxidada
durante o processo de estresse oxidativo. O estado redox depende da quantidade relativa das
formas reduzida e oxidada da glutationa (GSH/GSSH), sendo um importante determinante
para a célula. Na figura 1 encontra-se a formula estrutural da GSH e da GSSG.
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Figura 1 - Férmula estrutural da glutationa reduzida (GSH) e da glutationa oxidada (GSSG). Adaptado de:
DEPONTE, 2013.

Em condi¢bes normais, a GSH esta presente em células de mamiferos em
concentragdes compreendidas entre 1 e 10 mM, sendo a GSH predominante sobre a GSSG
(CHAL et al., 1994). A sintese de GSH associada com a reducdo de GSSG promove a

manutengdo do estado redox intracelular, funcionando como cofator para enzimas
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citoplasmaticas e indutor de certas modificacbes translacionais em diversas proteinas
(TAPIERO; TEW, 2003). A sintese e a degradacdo da GSH sdo realizadas através de reacoes
do ciclo y-glutamil. Uma vez que este ciclo leva a sintese da GSH, a sua funcdo esta
intimamente ligada ao metabolismo e a vérias funcdes fisiologicas que sdo executadas por
este tripeptideo. Os eritrocitos, apesar de ndo conterem a enzima responsavel pela sintese de
GSH, apresentam concentracgdes significativas de GSH no seu meio intracelular (99,5%). No

plasma humano, os niveis de glutationa variam entre 10 a 30 uM/L (TEW, 2007).

1.2 Sintese da glutationa

A glutationa estd presente majoritariamente nas células na forma reduzida, que é a
forma biologicamente ativa. A sintese de GSH ocorre no citosol em duas reacdes enzimaticas
principais. Em células de mamiferos existem trés mecanismos que sustentam a manutencgao da
homeostase da GSH, nomeadamente, “sintese de novo”, “a captacdo de fontes exdgenas
através da membrana plasmatica”. A outra manutencédo € a “reducdo de GSSG catalisada pela
GR” (CHEN, 2007), como demonstra a figura 2.

L-glutamate + L-cysteine
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r+L-glutamyl-L-cysteine
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GRJ( _
GSSG=" “NaDP+ =7

Figura 2 - Representa¢do esquematica da redugdo da glutationa oxidada para a glutationa reduzida através da

enzima glutationa redutase pelo mecanismo NADPH dependente. Adaptada de: LEHANE et al., 2012.
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A primeira reacdo que sustenta a biossintese da GSH é a formagdo de uma ligagédo
peptidica entre os aminoacidos glutamato e a cisteina. Entre estes dois primeiros residuos de
aminoacidos estabelece-se uma ligacéo do tipo gama. Esta ligacdo se estabelece entre o grupo
carboxilico do glutamato e o grupo amina da cisteina. A ocorréncia desta ligacdo é
fundamental para que a glutationa ndo sofra degradacdo através de peptidases intracelulares.
A enzima interveniente é a y-glutamilcisteina sintetase, gerando a y-L-glutamil-L-cisteina. Por
sua vez este dipeptideo liga-se a glicina pela acdo da glutationa sintetase. Essa reacdo é
demonstrada na figura 3 (ANDERSON, 1998).
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Figura 3 - Representacdo esquematica das reacdes intervenientes na biossintese da glutationa a partir dos seus
aminoacidos constituintes. Adaptado de: NOCTOR et al, 1998.

1.3 Funcdes da Glutationa

A GSH é uma molécula que intervém em diversos processos, como antioxidante e
detoxificante, transporte de aminoacidos, sintese de proteinas e acidos nucleicos, manutencgéo
da forma ativa de certas enzimas, protecdo do organismo contra exposi¢ao a radiagdes solares.
Além disso, estudos tem apontado que a GSH pode ter uma participagdo importante na
regulacao da morte celular programada (DRINGEN, 2000; FORMAN, 2009; PARK, 2010).

O seu conteudo no organismo (TAPIERO; TEW, 2003) ¢ um forte indicador do estado

fisiologico, sendo que a sua deplecdo pode ocasionar danos celulares irreversiveis
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(FORMAN, 2009). O nivel intracelular de glutationa pode ser preditivo para a longevidade
celular (PARK, 2010). Frente ao papel da GSH na protecdo contra o estresse oxidativo e
detoxificacdo de xenobioticos, a disponibilidade desta na forma reduzida é um fator chave
para a manutencdo da saude. Quanto menor o contetido de glutationa em uma célula, menor a
probabilidade de sobrevivéncia desta ceélula (FORMAN, 2009).

A GSH é o principal antioxidante produzido pela célula, sendo esta a sua principal
funcdo — poder antioxidante — protegendo-a de radicais livres. Esses radicais livres sdo
compostos extremamente reativos que podem danificar ou destruir componentes celulares
importantes (membranas, DNA, entre outros) em segundos (LOMAESTRO; MALONE,
1995). Também age como agente neutralizador, desativando os radicais livres, mantendo em
simultaneo a funcionalidade de antioxidantes exdgenos como, por exemplo, as vitaminas C e
E. Esta propriedade sO é possivel de ser concretizada em um enquadramento enzimatico, na
qual regem ciclos funcionais enziméticos que as células desenvolveram contra espécies
reativas de oxigénio (EROs), sendo crucial a presenca de enzimas como a GR e a glutationa
peroxidase (GPx) (PENNINCKX, 1999).

Para uma maior protecdo da célula, a mesma tem estratégias de combate a agressao
por parte dos EROs, nomeadas organelas, como a mitocéndria e o ndcleo, que possuem a sua
propria reserva de GSH, protegendo individualmente estas estruturas contra a acdo dos EROs.
Esta protecdo é crucial, pois a alteracdo do estado redox intracelular pode implicar em
processos mutagénicos no DNA (LU, 2009).

O par redox GSH/GSSG é um importante indicador do estado redox celular
(BALLATORI et al., 2009) e, alteracdes neste par redox demonstram estarem relacionadas
com a proliferacdo celular, diferenciacdo e/ou apoptose (PARK, 2010). Como tal, a GSH
desempenha um papel crucial na manutencdo de um equilibrio normal entre as espécies
oxidantes e antioxidantes, regulando muitas das fun¢es vitais da célula, tais como a sintese e
reparacdo de DNA, sintese de proteinas e ativacao e regulacdo de enzimas, como demonstrado
na figura 4 (TAPIERO; TEW, 2003).
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Figura 4 — Espécies reativas do oxigénio (EROs) e a patogénese das desordens neurodegenerativas. Adaptado de:
LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002.

1.4 Glutationa e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas ou fragmentos moleculares que contém um ou mais
elétrons ndo emparelhados nos orbitais atbmicos ou ainda, moléculas que proporcionam um
alto grau de reatividade quimica, o que representa um grande namero de efeitos prejudiciais.
Os ions de oxigénio mais relevantes sdo os ions superoxido (O), ion hidroxila (OH") e o ion
peroxil (O,). Estes radicais sd0 moléculas que interferem em processos celulares (DE VEGA
et al., 2003).

A GSH constitui a primeira linha de defesa contra as EROs que o organismo humano
sintetiza a favor da sua homeostasia, neutralizando radicais livres e reduzindo o peréxido de
hidrogénio (H,O,). A GSH ¢ soluvel em agua e é o principal antioxidante do citoplasma.
Além da forma direta de atuacdo da GSH, verifica-se uma segunda linha de defesa contra a
oxidacdo, estando a cargo de enzimas glutationa-dependentes que atingem principalmente
subprodutos nocivos gerados por EROs e evitam em simultdneo a propagacdo de radicais
livres (FRANKLIN, 2010). O papel da GSH também parece ser importante na reducdo de
baixos niveis de H,0,, os quais podem ser formados enddgena ou exogenamente. Essa funcéo
é mediada através da reducdo de grupos sulfidrila da hemoglobina, proteinas da membrana e

enzimas que possam se oxidar (PASTORE et al., 2003).
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Na célula existem duas formas principais de defesa antioxidante: enzimética e nédo
enzimatica. A defesa enzimatica compreende vérias enzimas do ciclo redox da glutationa
(GR, glutationa peroxidase e glicose-6-fosfato desidrogenase), sendo a mais importante a GR
(BEATTIE, 2010). Existem ainda outros sistemas enzimaticos intervenientes na defesa
antioxidante na qual atuam a enzima superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CHEN, 2010).
As enzimas glutationa-dependentes sdo coordenadamente induzidas & expressao em resposta
ao estresse oxidativo, designada cientificamente de antioxidant responsive element (ARE).
Essas espécies radicalares tem sido envolvidas em mecanismos reativos inflamatorios ou
podem atuar como segundos mensageiros de variadas fungdes celulares. Desta forma, a taxa
de formacdo e remocdo de espécies reativas deve ser realizada de forma equilibrada e
compensatdria para que 0s processos metabolicos dependentes das mesmas possam decorrer

numa proporcao adequada para o bom estado fisioldgico das células (FRANKLIN, 2010).

1.4.1 GSH e sua associacdo com doencas

1.4.1.1 GSH versus doencas cardiovasculares

As principais doencas cardiovasculares associadas ao desequilibrio redox sdo a
hipertensdo e aterosclerose. O desenvolvimento da hipertensdo estd fortemente associado ao
aumento das espécies reativas em células endoteliais, assim como ao aumento de angiotensina
I, uma vez que é um forte estimulo para a producdo de novas espécies reativas de oxigénio.
Esta caracteristica foi designada pelo aumento dos niveis de GR nas células do endotélio
vascular, provocado pela diminuicdo da exportacdo de GSH. Uma hipétese terapéutica
sugerida para atenuar estes efeitos € a administracdo de GSH em lipossomas (BRUGUERA et
al., 2002; BALLATORI et al., 2009).
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1.4.1.2 GSH versus doencas pulmonares

Diversas células do parénquima pulmonar sdo capazes de gerar EROs, como células
endoteliais, células alveolares tipo Il, células ciliadas da via aérea e macrofagos alveolares.
Esses sistemas de EROs no pulmao sdo semelhantes aos dos outros tecidos (BALLATORI et
al., 2009). Um desequilibrio na homeostasia da GSH e no seu estado redox contribuem para a
etiologia e progressdo de doencas pulmonares como, por exemplo, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, enfisema pulmonar, asma e insuficiéncia respiratoria aguda. (BRUGUERA
et al., 2002).

1.4.1.3 GSH versus diabetes mellitus

As concentracGes de GSH em eritrécitos e plasma sanguineo sdo mais baixas em
diabéticos e pacientes com sindrome metabolica e, consequentemente, os niveis reduzidos de
GSH potencializam os efeitos causados pela presenca de EROs. Os niveis de GSH podem ser
diminuidos de duas formas: efeito direto da glicose e insulina na sintese de GSH ou pelo
consumo de um cofator essencial na regeneracdo de GSH através da GSSG (LU, 2009).

Estudos tem revelado que a GSH pode melhorar o desempenho do organismo no
combate a diabetes. A infusdo de GSH em pacientes diabéticos tipo 2 melhora a captacéo de
glicose mediada pela insulina e os niveis de GSH nos eritrocitos. A N-acetilcisteina também
tem sido estudada verificando-se que o seu uso melhora o estado redox das células
(BALLATORI et al., 2009).

1.4.1.4 GSH versus infecgdes virais

Durante infecgdes virais como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
verifica-se que os niveis de GSH se encontram diminuidos e podem estar associados com a
diminuicdo da capacidade de sobrevivéncia em individuos infectados. Os niveis de GSH

encontram-se diminuidos no plasma sanguineo, no liquido epitelial de revestimento, nas
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células mononucleares de sangue periférico e em mondcitos de individuos infectados pelo
HIV (COHEN, 1997).

1.5 Glutationa redutase

A GR ¢ a enzima que reduz a GSSG para GSH pelo mecanismo NADPH dependente,
um importante sistema antioxidante celular. Devido a sua significancia, a enzima tem sido
estudada para a identificacdo e explicagdo da sua estrutura, mecanismo cinético e
propriedades moleculares desde o ano de 1935 (MELDRUM; TARR, 1935). Essa reducéo

ocorre através da reacdo a sequir (figura 5):

NADPH + H" + GSSG — 2GSH + NADP"
Figura 5 — Reacdo da redugdo da glutationa oxidada para glutationa reduzida através do mecanismo
NADPH dependente.

Essa reacdo é essencial para a manutencdo dos altos niveis de GSH nas células
(MANNERVIK & CARLBERG, 1985). A principal fungdo da GR no interior do eritrdcito é
manter os grupos SH reativos da glutationa na forma reduzida. A GR ndo atua apenas nas
pontes dissulfeto formadas pela glutationa, mas também sobre outras ligacdes dissulfeto
formadas por proteinas eritrocitarias, tais como as da membrana celular. A hemoglobina é a
principal constituinte do eritrdcito e possui dois grupos SH reativos correspondentes a cisteina
93, constituintes das cadeias beta normais. Esses grupos sdo preservados pela GR. Para que a
acao da GR seja adequada ela necessita de NADPH, GSH e flavina adenina dinucleotideo
(FAD). O NADPH é reduzido na via das pentoses pela acdo da glicose-6-fosfato
desidrogenase. O FAD é derivado do fosforilado da riboflavina e atua como grupo prostatico
da GR (BARRAVIERA; MACHADO, 1989).

A GR é membro de um grupo de enzimas conhecidas como flavo-dissulfidicas
oxidoredutases que também contem thioredoxina redutase, ions de mercurio e tripanotione
redutase. Ela atua na prevencédo do estresse oxidativo, pois age aumentando os niveis de GSH,

uma molécula antioxidante que pode conter os radicais livres através de seus grupamentos
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SH. Sua funcdo também se estende por ser importante na sintese de precursores de DNA, bem
como no transporte de protons da membrana (SERAFINI; ROMEU, 1989).

1.6 Ensaios para a quantificacdo de GR

As técnicas utilizadas para quantificar a atividade da GR empregam metodologias
como a CLAE, fluorimetria, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS) e eletroforese capilar (PIGGOT & KARUSO, 2007).

A mensuracdo da atividade da GR por método fluorimétrico baseia-se na formacao de
um composto fluorescente quando a N-(9-acridinil) maleimida reage com a GSH e considera-
se mais sensivel que o método classico que envolve a mensuracdo da taxa de oxidacdo do
NADPH. No entanto, o composto fluorescente formado possui um maximo de emissdo em
435 nm e, consequentemente, 0 ensaio € susceptivel a interferéncia de autofluorescéncia e
a de fluorescéncia inerente do NADPH (KAMATA et al., 1993). Além disso, existe uma
outro método que se baseia no aumento da absorbancia a 412 nm quando 5,5 '-ditiobis (&cido
2-nitrobenzoico) (DTNB), é utilizado, no entanto, este apresenta baixa sensibilidade, é
suscetivel a espécies que absorvem a luz violeta, e é limitado pela instabilidade do reagente
DTNB (RAHMAN, 2006).

A CLAE tornou-se o método de escolha para mensurar a atividade da GSH, da GR e
também para relacionar tidis em amostras biolégicas. A determinacdo simultanea de GR e
outros ti6is em um Unico ensaio pode ser feitas por meio da escolha apropriada da coluna,
derivatizacdo e protocolos de eluicdo e sistemas de deteccdo. O ensaio de CLAE ¢é
relativamente rapido, altamente especifico, sensivel e reprodutivel, porém geralmente nao esta
disponivel na maioria dos laboratérios clinicos. Além disso, a CLAE apresenta alto custo,
gera uma grande quantidade de residuos, tornando este método inviavel também pelo seu
aspecto ambiental (PASTORE et al., 2003).

A eletroforese capilar tem sido introduzida como um ensaio altamente eficiente,
utilizando pouco volume de amostras e de reagentes analiticos. Recentemente, Jin e
colaborares (2000) utilizaram a eletroforese capilar de zona como método de detecgdo
electroquimica (EC-CZE) para determinagdes de GSH e GR em eritrocitos. Neste ensaio, a
célula inteira € injetada numa separacdo capilar sendo que nenhuma derivatizacdo ou

manipulagdo do fluido intracelular é necessaria, o que significa que a quantificacdo de GSH e
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GR seria independente da amostra. A desvantagem deste método, comparado com outros
métodos de eletroforese capilar é a impossibilidade de determinar a GSSG (PASTORE et al.,
2003).

Um método espectrofotométrico proposto por Mannervick e Carlberg em 1985 para a
mensuracdo da atividade da GR consiste na oxidagdo do NADPH, o qual é monitorado
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 340 nm. Uma vez que ensaios
espectrofotométricos podem ser adaptados a equipamentos automatizados melhorando a
rotina da clinica e a pesquisa em laboratdrios, eles também sdo considerados simples,
apresentam maior rapidez em suas analises, bem como a facilidade no manuseio das amostras,

séo baratos e ainda requerem pouca quantidade de reagentes.

1.7 Validagédo de um método bioanalitico

A validacdo de um método € realizada através de um conjunto de testes, em que 0s
métodos analiticos buscam estabelecer e documentar as caracteristicas de desempenho do
método, demonstrando se 0 mesmo é adequado para um determinado fim analitico. O
principal objetivo da validacdo é demonstrar a confiabilidade de um método especifico para a
determinacdo de uma concentracdo de analito em uma matriz bioldgica especifica, tais como
sangue, plasma, urina, saliva ou tecido. No intuito de garantir que um novo método analitico
gere informacBes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, este devera ser submetido a
validacdo, e esta é considerada um processo continuo que comega no planejamento da
estratégia analitica e permanece ao longo do seu desenvolvimento (EMEA, 2012).

O analista deve identificar os parametros que sdo criticos para o desempenho do
processo analitico e desenvolver protocolos proprios de validacdo, incluindo critérios de
confiabilidade e o desenvolvimento de uma analise apropriada. Cada método validado indica
gue o mesmo foi avaliado estatisticamente e é adequado para seu proposito (ERMER, 2001).
Qualquer novo produto que deseja ser regularizado pelos 6rgédos responsaveis, tanto no Brasil
guanto em outros paises, exige-se a validacdo da metodologia analitica. Para isso, a maioria
destes 6rgdos tem estabelecido documentos oficiais, que sdo diretrizes a serem adotadas no
processo de validacdo (RIBANI et al., 2004). Essas diretrizes fazem parte de comités e/ou
agéncias nacionais e internacionais credenciadas para verificar a competéncia dos laboratorios

de ensaios, como: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), European Medicines
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Agency (EMEA), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), International
Conference on Harmonization (ICH) e International Organization for Standardization (1SO).
Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis
sobre a amostra ele deve ser validado. A validacdo de um método é um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia entre laboratorios (BRASIL, 2003; BRASIL 2003a). Para
isso, a maioria deles estabelece documentos oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no
processo de validacdo. Um processo de validagdo bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que 0 método e o sistema estdo adequados para 0
uso desejado (RIBANI et al., 2004). A validagdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para a validacdo de um método, devem ser avaliados diferentes

parametros, incluindo: linearidade, preciséo, exatidao, contaminacao.

1.7.1 Linearidade

A linearidade € a capacidade de demonstrar que uma metodologia analitica obtenha
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. E recomendado que a linearidade seja determinada pela anélise de, no
minimo, cinco padrées com concentracdes diferentes. Se houver relacdo linear aparente apds
exame visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos
apropriados para determinacdo do coeficiente de regressdo linear, intersec¢do com o eixo Y,
coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrédo
relativo. Se ndo houver relacdo linear, realizar transformacdo matematica (ANVISA, 2003;
EMEA, 2012).

1.7.2 Precisdo

A precisdo é o grau de concordancia entre indica¢fes ou valores medidos, obtidos por

medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢des especificadas.
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A precisdo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade ou precisdo intracorrida
(intraensaio) € a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacéo. A precisdo intermediaria ou precisao intercorridas
(interensaio) € a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. A precisdo de um método
analitico pode ser expressa como 0 desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV) de uma série de medidas diferentes (ANVISA, 2003; EMEA,
2012).

1.7.3 Exatiddo

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Calcula-se a exatiddo como porcentagem
de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferencga
porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca
diferentes (ANVISA, 2003; EMEA, 2012).

1.7.4 Contaminacao

A contaminacdo (carry-over) deve ser abordada e minimizada durante o
desenvolvimento do método. E realizada pelo método de analise de padrdo em duas
concentracdes diferentes, para avaliar se ndo ha o arraste entre as diferentes concentracdes do
analito, seguido de intervalos no mesmo dia (ANVISA, 2003; EMEA, 2012).
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1.8 VValores de referéncia

Os valores de referéncia sao os resultados de um certo tipo de quantidade obtida de um
unico individuo ou grupo de individuos correspondente a uma descri¢do declarada que precisa
ser divulgada e viabilizada para o uso de outros. E conveniente uma breve descricdo de
qualidades associadas ao termo valores de referéncia, como valores de referéncia associados a
salde (préximo ao que se entende pelo termo obsoleto valores normais) (IFCC, 1987). Além
disso, alguns dados complementares devem ser levados em consideracdo, como o
conhecimento da fisiopatologia da doenca, a epidemiologia e alguns fatores, como
sensibilidade e especificidade, que contribuem para que o resultado possa ser avaliado e o
grau com que ele deva ser avaliado. Tudo isso deve passar pelo tratamento estatistico, que
leva em consideracdo a particdo dos valores de referéncia em grupos designados, inspecao da
distribuicdo de cada grupo e a identificagdo dos valores discrepantes para que sejam
determinados os limites dos valores de referéncia (IFCC, 1987).

Existe mais uma distin¢do entre valores de referéncia com base no individuo e com
base na populagdo. Os valores de referéncia com base no individuo sao valores prévios, de um
mesmo individuo, obtidos quando este estava em um estado definido de satde. Os valores de
referéncia com base na populacdo sdo aqueles obtidos de um grupo de individuos-referéncia
sistematicamente definido e sdo usualmente os tipos de valores referidos quando o termo

valores de referéncia é usado sem palavras qualificadoras (IFCC, 1987).

1.8.1 Determinacdo dos limites de valores de referéncia

Na prética clinica, um valor observado de um paciente geralmente &€ comparado com o
intervalo de referéncia correspondente, o qual é limitado por um par de limites de referéncia.
Esse intervalo, o qual pode ser definido de diferentes maneiras, é uma condensacdo til da
informagdo carregada pelo grupo total de valores de referéncia. As categorias de intervalos de
referéncia incluem intervalo de tolerancia, intervalo de predicéo e intervalo interpercentil. Na
pratica, o mais utilizado é o intervalo interpercentil, por ser simples de se estimar, mais
comumente utilizado e recomendado pela International Federation of Clinical Chemistry

(IFCC). Esse intervalo é definido como um intervalo limitado por dois percentis de


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=ifcc&source=web&cd=3&ved=0CEYQFjAC&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FInternational_Federation_of_Clinical_Chemistry_and_Laboratory_Medicine&ei=Rlt5UZCnNoe09gTdhoG4DQ&usg=AFQjCNGLmw9HB4PnIMvYLE54yZB47FgG0g
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distribuicdo de referéncia. Um percentil denota um valor que divide a distribuicdo de
referéncia de modo que uma porcentagem especifica desses valores tenha magnitudes
menores ou iguais ao valor limitante.

A definicdo do intervalo de referéncia com um intervalo central de 95% limitado pelos
percentis 2,5 e 97,5 € uma arbitrariedade, isto €, 2,5% dos valores sdo cortados em ambas as
caudas da distribuicdo de referéncias. A precisdo de um percentil como estimativa de um
valor de populacdo depende do tamanho do subgrupo e € menos preciso quando o numero de
observacdes € baixo. Caso a realizacdo de uma amostragem aleatoria for assumida, € possivel
determinar o intervalo de confianca do percentil (isto é, os limites dentro dos quais o
verdadeiro percentil esta localizado com um grau de confianga especifico) (IFCC, 1987).

O tamanho minimo requerido de amostras, para a determinacdo de um valor de
referéncia para um parametro laboratorial, na teoria, para a estimativa dos intervalos percentis
2,5 e 97,5 é de 40 valores, mas pelo menos 120 valores de referéncia sdo necessarios para se
obterem estimativas confidveis. O intervalo interpercentil tem sido determinado tanto por
métodos estatisticos paramétricos como nao paramétricos. O método paramétrico para a
determinacdo de percentis e de seus intervalos de confianca assume um certo tipo de
distribuicéo e isso se faz com base na estimativa de parametros da populagcdo, como a média e
0 desvio-padrdo (DP). Em sua maioria, os métodos paramétricos sdo, de fato, baseados na
distribuicdo gaussiana. Caso a distribuicdo de referéncia tiver outra forma, podem ser usadas
funcGes matematicas que transformam os dados para uma forma mais aproximada da
gaussiana. O método ndo paramétrico ndo assume nada a respeito do tipo de distribuicdo e
ndo usa estimativas de pardmetros de distribuicdo. Os percentis sdo determinados
simplesmente pelo corte de uma porcentagem necessaria de valores em cada cauda do
subgrupo da distribuicdo de referéncia. Quando os resultados obtidos por esses dois métodos
sdo comparados, as estimativas dos percentis quase sempre sdo muito semelhantes.
Geralmente prefere-se um método ndo paramétrico simples e confiavel, especialmente em

versdo auto-suficiente, do que o método paramétrico (IFCC, 1987).
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1.8.2 Método ndo paramétrico

Existem diversos métodos ndo paramétricos disponiveis, mas os baseados em dados
ordenados sdo simples e confidveis e permitem a estimativa ndo paramétrica dos intervalos de
confianca dos percentis. Os passos em um procedimento ndo paramétrico sdo o0s seguintes:

1. Dispor “n” valores de referéncia em ordem crescente de magnitude e ordenar os valores. O

valor minimo tem ndmero 1 na classificacdo, o proximo valor tem nimero 2 e assim por

diante até o valor maximo da classificacdo nimero n, ser atingido. Atribui-se entdo numeros
de classificagdo consecutivos para dois ou mais valores idénticos (empate de dados).

2. Computar os numeros classificados dos percentis 2,5 e 97,5 como 0,025 (n+1) e 0,975
(n+1), respectivamente.

3. Determinar os percentis encontrando os valores de referéncia originais que correspondem
aos numeros classificados sejam inteiros. Do contrério, é necesséria a interpolacéo entre 0s
dois valores limitantes.

4. Finalmente, determinar o intervalo de confianca de cada percentil por meio da distribuicao
binomial. A tabela 1 a seguir facilita esse passo para o intervalo de confianca de 0,90 de
percentis 2,5 e 97,5 (IFCC, 1987).

A tabela 2 mostra um exemplo de determinacdo ndo paramétrica de percentis utilizando

valores de triglicerideos séricos.
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Tabela 1- Intervalos de confianga ndo paramétricos dos limites de referéncia*

POSICAO DOS NUMEROS POSICAO DOS NUMEROS
Amostragem Inferior Superior Amostragem Inferior Superior
119-132 1 7 566-574 8 22
133-160 1 8 575-598 9 22
161-187 1 9 599-624 9 23
188-189 2 9 625-631 10 23
190-218 2 10 632-665 10 24
219-248 2 11 666-674 10 25
249-249 2 12 675-698 11 25
250-279 3 12 699-724 11 26
280-307 3 13 725-732 12 26
308-309 4 13 733-765 12 27
310-340 4 14 766-773 12 28
341-363 4 15 774-799 13 28
364-372 5 15 800-822 13 29
373-403 5 16 823-833 14 29
404-417 5 17 834-867 14 30
418-435 6 17 868-871 14 31
436-468 6 18 872-901 15 31
469-470 6 19 902-919 15 32
471-500 7 19 920-935 16 32
501-522 7 20 936-967 16 33
523-533 8 20 968-970 17 33
534-565 8 21 971-1000 17 34

Fonte: Adaptado de IFCC, 1987.

*A tabela mostra a posi¢do dos nimeros do intervalo de confianca de 0,90 do percentil 2,5 para amostras com
119 a 1000 valores. Para obter a posi¢do correspondente dos ndmeros do percentil 97,5, subtrair os nimeros de
(n1), onde n é o tamanho da amostra. (Reproduzido de IFCC, 1987).
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Valores sorteados e posicionados de triglicerideos séricos na cauda esquerda da distribuicdo:

Valores: 0,41 0,43 0,45 0,46 0,47 0,49 051 055 0,55
Posicao: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Valores: 0,56 0,58 0,58 0,61 0,61 0,62 064 064 0,65
Posicao: 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Valores sorteados e posicionados de triglicerideos séricos na cauda direita da distribuicao:

Valores: 2,21 2,22 2,26 2,27 2,27 2,28 23 231 234
Posicdo: 481 482 483 484 485 486 487 488 489
Valores: 2,48 2,5 2,55 2,62 2,63 2,65 2,72 2,78 2,9
Posicdo: 491 492 493 494 495 496 497 498 499

Célculo da posicédo dos numeros dos percentis:
Inferior: 0,025(500+1) =12,5
0,975(500+1) = 488,5
Encontro dos valores originais correspondentes a posi¢cdo desses nimeros:
Limite de referéncia inferior (percentil 2,5): ,58
Limite de referéncia superior (percentil 2,5): 2,32 (por interpolacao)
Posicdo dos numeros e valores do limite de confianca de 0,90 do limite de referéncia inferior:

Posicao dos nimeros (ver tabela 1): 7e19
Limites de confianca: 0,51 e 0,65
Posi¢cdo dos numeros e valores do limite de confianca de 0,90 do limite de referéncia superior:
Posicdo dos nimeros (ver tabela 1): 500 +1-19=1482
500+1-7=484
Limites de confianca: 2,22e2,62
Resumo:

Limite de referéncia inferior: 0,58 [0,51-0,65]
Limite de referéncia superior: 2,32 [2,22-2,62]

0,55
10
0,65
20

2,35
490
2,91
500

Fonte: Adaptado de IFCC, 1987.
*A tabela mostra um exemplo usando as 500 concentracdes de triglicerideos séricos dispostos. A unidade de
todas as concentragdes na tabela € de mmol/L. (Reproduzido de IFCC, 1987).

1.8.2.1 Apresentacdo de um valor observado com relacéo aos valores de referéncia

Um valor observado (valor do paciente) pode ser comparado com os valores de

referéncia. Essa comparacao € frequentemente semelhante ao teste de hipotese, mas raramente

é testado estatisticamente no sentido restrito. E aconselhavel considerar os valores de

referéncia como um critério para uma avaliagdo menos formal do que o teste de hipdtese

(IFCC, 1987).
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Um valor observado pode ser classificado como baixo, normal ou alto (trés classes),
dependendo de sua localizacdo com relacdo ao intervalo de referéncia. Nos relatorios, uma
pratica conveniente é destacar resultados ndo usuais (por exemplo, mediante o uso de letras B
ou A, para baixo e alto, respectivamente) (IFCC, 1987).

Outro método de classificagdo é a expressdo do valor observado em uma medida de
distancia estatistica. Por exemplo, a bem conhecida unidade desvio padrdo (DP), ou a de
desvio normal equivalente, é um tipo de medida e é calculada pela diferenca entre o valor
observado e a média dos valores de referéncia dividida por seu DP. Essa medida, contudo,

ndo seré confiavel se a distribuicdo dos valores for inclinada (IFCC, 1987).

1.9 Interferentes analiticos

Nos ultimos anos a comunidade laboratorial vem aceitando a evidéncia de que as fases
pré e pds-analitica estdo mais propensas a erros do que a fase analitica (PLEBANI, 2009). De
acordo com estudos, erros pré-analiticos representam mais da metade do total de erros que
ocorrem no laboratério clinico (PLEBANI et al., 2006; LIPPI, 2009) e dentro deste tipo de
erros, é notadvel a importdncia da qualidade das amostras a analisar (ROMERO, 2005;
PLEBANI, 2007). Assim, os tipos mais frequentes de interferéncia pré-analitica em testes de
rotina em quimica clinica sdo causados por ictericia, lipemia e hemdlise (FLEMING,;
SWAMINATHAN, 2001). A presenca de substancias interferentes altera o valor correto do
resultado medido podendo levar a uma intervencdo clinica inapropriada comprometendo a
salde do paciente (KAZMIERCZAK; CATROU, 2000).

1.9.1 Classificagdo dos interferentes

Interferéncia endogena é originada a partir de substancias que ocorrem naturalmente
na amostra do paciente. Elas podem ser substancias naturais ou relacionadas com a saude:
fatores de hemolise (hemoglobina e outras substancias), bilirrubina, lipideos, proteinas,
anticorpos. Interferentes exdgenos podem ser resultados de substancias ndo naturalmente

encontrados em amostras do paciente, incluindo a droga (farmaco, metabdlitos, e aditivos),
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venenos, produtos a base de plantas, de fluidos intravenosos, substancias utilizadas como
terapéutica, entre outros (KROLL, 1994; KAZMIERCZAK; CATROU, 2000; DIMESKI,
2008).

1.9.1.1 Hemolise

A hemdlise é uma preocupacdo crescente nos laboratérios clinicos, sendo uma
ocorréncia muito frequente, com uma prevaléncia alta de 3,3% de todas as amostras
submetidas a um laboratério clinico (LIPPI et al., 2006). A hemdlise é definida como a
liberacdo dos componentes intracelulares de eritrocitos, trombdcitos e leucdcitos no fluido
extracelular, ou seja, no plasma ou no soro (KIRSCHBAUMWEG; DEUTSCHLAND, 2002;
PIYOPHIRAPONG et al., 2010). Constitui-se hemdlise, uma coloracdo vermelha no plasma
ou soro apds a centrifugacdo, com os niveis de hemoglobina livre em torno 300 mg/L,
concentracdo minima para a deteccdo visual da hemolise (KIRSCHBAUMWEG;
DEUTSCHLAND, 2002; RIOJA et al., 2009; PIYOPHIRAPONG et al., 2010). A hemdlise, e
consequente contaminagdo do soro com o contetdo dos eritrdcitos, é fendbmeno comum e que
pode resultar em potenciais problemas técnicos. A razdo para a ocorréncia de hemolise in
vitro, apos a coleta da amostra, pode ter varias origens. As mais comuns sdo fisicas e
decorrentes de fluxos mais rapidos, a que se submetem as amostras de sangue; isto em geral
decorre de problemas na coleta e consequente aplicacdo de vacuo excessivo, quer na retirada,
quer na transferéncia da amostra. Outra razdo pode ser a existéncia de quantidades mesmo
diminutas de agua no tubo, o que também ocasiona graus variaveis de hemolise. (SAPIN et
al., 1998).

A hemolise pode interferir em parametros bioquimicos, causando um aumento da
alanina aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase (CK),
lactato desidrogenase (LDH), lipase, magnésio, fosforo, potassio, uréia, fosfatase alcalina,
bilirrubina, glicose e sodio. A interferéncia pode ser causada quimicamente por alguns
componentes intracelulares que s@o liberados a partir de células vermelhas do sangue ou
opticamente devido ao efeito de coloragdo de hemoglobina (PlYOPHIRAPONG et al., 2010).
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1.9.1.2 Ictericia

A ictericia é definida como uma coloracdo amarelada da pele e deposicdo de pigmento
biliar (bilirrubina) em membranas de mucosas consequentes a deposi¢do, a qual se encontra
em niveis elevados no plasma (hiperbilirrubinemia). A ictericia é clinicamente detectada
guando a concentracdo sérica de bilirrubina ultrapassa 2-3 mg/100 mL (valor normal: 0,3-1,0
mg/100 dL). O metabolismo da bilirrubina comeca no sistema reticulo endotelial,
principalmente no figado e bago, com a remocdo dos eritrocitos velhos ou anormais de
circulagéo. O catabolismo resultante divide a molécula de hemoglobina em heme e globina. O
heme é convertido para a forma ndo conjugada da bilirrubina o qual € liberado para o plasma
(REISER, 2004).

Apos centrifugacdo da amostra, a ictericia pode ser visivel no soro ou no plasma.
Contudo, a avaliacdo visual ndo é sensivel e pode ndo ser confidvel quando comparada a
deteccdo por espectrofotometria (PIYOPHIRAPONG et al., 2010). Estudos anteriores
indicam que a bilirrubina interfere nas dosagens de creatinina, glicose, colesterol,
triglicérides, fésforo, acido Urico e na mensuracdo das proteinas totais (KROLL; ELIN, 1994;
PIYOPHIRAPONG et al., 2010). Além disso, tem sido relatado os efeitos da interferéncia da
bilirrubina no método de Jaffé, na medicdo de creatinina (DIMESKI, 2008;
PIYOPHIRAPONG et al., 2010). Parte da interferéncia surge a partir das propriedades
espectrais da bilirrubina, outra parte da capacidade que a bilirrubina tem em reagir
quimicamente com os reagentes (SAIBABA, 1998; PIYOPHIRAPONG et al., 2010).

1.9.1.3 Lipemia

Uma amostra lipémica é o resultado de concentragdes elevadas de quilomicrons e de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Lipemia pode interferir em qualquer ensaio
que se baseia na deteccdo de transmissao de luz ou de dispersdo (KROLL, 2004; STEEN et
al., 2006). Assim, a lipemia é geralmente reconhecida quando as concentracdes de
triglicerideos estdo acima de 300 mg/dL (PIYOPHIRAPONG et al., 2010). As causas mais
comuns da ocorréncia de lipemia sdo dieta, ingestdo de alcool, diabetes mellitus,

hipertrigliceridemia, insuficiéncia renal cronica, hipotiroidismo, pancreatite, mieloma
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mdaltiplo, cirrose biliar priméria, l0pus eritematoso, nutricdo parenteral total, farmacos tais
como inibidores de protease, 0 estrogénio e anticoncepcionais orais (CALMARZA,
CORDERO, 2011).

A lipemia representa a turbidez no soro ou plasma, que € visivel antes do processo de
andlise. Na maioria das vezes é causada pela ingestdo de alimentos com elevado teor de
gordura. Pode ocorrer como um resultado da perturbagdo do metabolismo da lipoproteina ou
também da nutricao parenteral (PI'YOPHIRAPONG et al., 2010). A interferéncia causada pela
lipemia é devido principalmente a trés mecanismos distintos: dispersao de luz, aumentado da
fase ndo aquosa e os efeitos de particdo entre as fases polares e ndo polares (CALMARZA;
CORDERO, 2011).

Com isso, a turbidez pode afetar a absorbancia em espectrofotometria em quase todos
0s comprimentos de onda e, portanto, os valores analiticos podem ndo estarem corretos
(KROLL; ELIN, 1994; PIYOPHIRAPONG et al., 2010). Com isso, a lipemia ndo somente
pode influenciar as medicGes de fosforo, glicose, bilirrubina total, &cido Urico e proteina total,
mas também causa um falso aumento do colesterol total e da lipoproteina de alta densidade
(HDL) (KROLL; ELIN, 1994; SAIBABA, 1998; PIYOPHIRAPONG et al., 2010).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método automatizado para a mensuracdo da enzima
glutationa redutase, determinar seus limites de referéncia e avaliar a influéncia da lipemia, da

hemoglobina e da bilirrubina sobre os resultados da glutationa redutase.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um protocolo automatizado para a mensuracdo da atividade enzimética da
GR em amostras de plasma no sistema automatizado Cobas Mira®.

e Avaliar algumas caracteristicas analiticas, como linearidade, precisdo, exatiddo e
contaminacdo para 0 método proposto.

e Determinar os limites de valores de referéncia para a GR em uma populacédo saudavel, de
acordo com o método ndo paramétrico, seguindo recomendac@es da IFCC.

e Avaliar a interferéncia pela lipemia, hemoglobina e bilirrubina na mensuracdo da

atividade da enzima GR.



3 ARTIGOS CIENTIFICOS

As segdes “Métodos” e “Resultados” estdo apresentados no artigo publicado no
periodico Clinical Chemistry and Laboratory Medicine e no manuscrito, o qual também sera

submetido para o periddico Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.
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Interference studies are they essential part of the evaluation of the analytical
specifications of laboratory assays and they are usually performed to establish whether a
certain substance present in the sample or the analytical system interferes on the test, causing
a deviation in the measurement from the true value (1,2). Some studies have been shown that
pre-analytical phase is the most vulnerable to errors, accounting for approximately 60 to 90%
of laboratory errors due to the lack of standardization (2,3). The most common interferents in
laboratory routine are hemolysis, lipemia and icterus (3,4).

Glutathione (L-y-glutamyl-L-cysteinylglycine) is the main non-protein thiol and is
involved in the antioxidant cellular defense (5). Free glutathione is present mainly in its
reduced form (GSH), which can be converted to the oxidized form (GSSG) in the presence of
reactive oxygen species (ROS). The enzyme glutathione reductase (GR) catalyzes the
reduction of GSSG to GSH utilizing NADPH, according to the following reaction: NADPH +
H" + GSSG — 2GSH + NADP" (5). Recently, our research group have developed an
automated technique for assessing the GR activity in plasma samples using the Cobas Mira®
automated analyzer (6).

Considering that the GR activity is increased in some tumors such as in tumor of the
gastrointestinal tract (7) and also in other diseases, which the impact of pre-analytical
interference can alters the correct value of the measured results (1) and which there are no
data in the literature about the interference of hemoglobin, lipemia and bilirubin in
measurement GR activity in plasma samples, the aim of this study was to investigate the
effects of interference of hemoglobin, lipemia and bilirubin in different levels in plasma
samples in the measurement of GR activity.

To carry out this study involving interference (hemoglobin, lipemia and bilirubin)
were collected venous blood samples from 30 subjects healthy from Santa Maria city, Rio

Grande do Sul, Brazil, after an overnight fast into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth,
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UK) tubes with anticoagulant EDTA. These samples were routinely centrifuged at 3000 rpm
(1800 xg) for 15 minutes to separate the plasma which will form a pool, which will be used in
subsequent tests. This study protocol was approved by the local research Ethics Committee
(number 0268.0.243.000-10).

To evaluate the impact of interferents on analytes, was measured in a sample
supplemented with concentrations of the interfering, as already standardized by Glick (1986),
and the relative deviation of the result from the unsupplemented baseline value was then
calculated.

The hemolyzed samples were simulated by addition of the hemoglobin standard 10
g/dL (Labtest® Diagnostica, Lagoa Santa, BR) (8). Thus, the measurement of GR activity will
be held on 5 final concentrations of hemolysate pool plasma, as follows: 0.0625, 0.125, 0.25,
0.5 and 1 g/dL. The lipemic samples were simulated by addition of Intralipid® 20% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) at concentrations of 10 g/L (8). Thus, the measurement of GR
activity will be held on 5 final concentrations of lipemic pool plasma, as follows: 0.67, 1.25,
2.5, 5, and 10 mg/dL. The icteric samples were simulated by addition of 6 mg of the bilirubin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (8). Thus, the measurement of GR activity will be held on 6
final concentrations of icteric pool plasma, as follows: 0.9, 1.9, 3.8, 7.5, 15, and 30 mg/dL.
The measurement of GR activity was performed according technique previously described
and validated by Hermes et al. (2013) in plasma pool before and after the simulation, later to
be able to compare them and see the possible interferences present.

To identify the index of the hemoglobin, lipemia and bilirubin that corresponds to the
point where the test differs by >5% (significant interference for enzymes) from the baseline, the
percent change was calculated as: Interference % = 100 x (measured value — true value)/true
value, where the measured value is the apparent analyte concentration in the presence of

interferent, and the true value is the analyte concentration in the baseline without any addition
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of interferent (8). The end/original value of each analyte result was expressed as percentage
and was plotted against the concentration of interferent (figure 1).

In the initial studies, the basal value of GR activity for the measured plasma pool was
82.5 U/L. At the concentrations of 0.0625 g/dL to 1.0 g/dL of the hemoglobin standard added,
the decrease of activity GR was of 6.6% (76.8 U/L) to 28.4% (58.8 U/L), respectively, as
shown in the Figure 1A. At the concentrations of 0.67 mg/dL to 10 mg/dL of Intralipid® 20%
added, the decrease of activity GR was of 22.4% (63.7 U/L) to 36.5% (52.2 U/L), as shown in
the Figure 1B and when was add concentrations of 0.9 mg/dL of the bilirubin, the decrease of
GR activity was 34.8% (53.6 U/L) and for concentration of 30 mg/dL the decrease of GR

activity was of 33% (55 U/L), as shown in the Figure 1C.
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Figure 1
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Figure 1. Interferogram of the effect of interferents on analyte results. 1A) Mean of two
replicates of effect of hemoglobin standard in differents concentrations on analyte results. 1B)
Mean of two replicates of effect of Intralipid® 20% in differents concentrations on analyte
results. 1C) Mean of two replicates of effect of bilirubin in differents concentrations on

analyte results.

Interference in routine clinical and in chemistry analysis has been defined in different
ways, mainly as the effect of a substance present in the sample that alters the correct value of
the result usually expressed as concentration or activity for an analyte (1). Although some

studies have assessed the interference in some biochemical parameters, to our knowledge, this
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is the first report establishing one evaluation quantitative of the interference of hemoglobin,
lipemia and bilirubin in GR activity in plasma samples.

In the evaluation of interference by hemoglobin, the results were shown to be
decreased, where the percentage from interference was of 6 to 28.4%. The causes of
interference due to hemolysis are not always apparent, but some studies have been done. The
interference from hemolysis is mostly due to hemoglobin, which has broad and intense
absorbance in the ultraviolet and visible regions of the spectrum (9).

In the evaluation of interference by lipemia, the results were linearly decreased for all
concentrations added of Intralipid® 20%, the percentage of interference found was 22.4% to
36.5%, and this being considered a significant interference to measure the enzyme GR
because it is above 5%. In lipemia, chylomicrons and a very low density lipoprotein (VLDL)
are suspended particles which change the light scatter, producing cloudiness or turbidity and
the lipemia may interfere in any assay that uses the transmission of light as part of the
detection scheme (9). This turbidity may be interfering in this case, where one can verify a
decrease of glutathione reductase activity when is simulated lipemia in the pool of plasma
samples.

In evaluating the interference by bilirubin the results were linearly decreased for all
concentrations added of bilirubin, where the percentage of interference found was 22.9% to
45.5%, and this being considered a significant interference to measurement the enzyme GR
because it is above 5%. These results showed decrease, compared with the unsupplemented
plasma, and this interference can still be considered significant, since it was above 5%. This
may be due to bilirubin interfere in colorimetric methods is well documented and presents a
potentially serious problem (10). Therefore, we conclude which the hemoglobin, lipemia and
bilirubin really interfere in the measurement of the GR activity and were considered as

analytical interferences.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo foi descrito e validado um método analitico automatizado capaz de
mensurar a atividade da enzima GR através da técnica de Mannervick e Carberg (1985)
modificada. Este método foi adaptado ao sistema automatizado Cobas Mira®, sendo linear,
preciso, exato, simples e aplicavel na rotina didria do laboratorio clinico, podendo ser
utilizado para avaliar o estresse oxidativo, bem como processos inflamatorios, entre outros
que podem estar envolvidos em varias desordens patologicas. Embora alguns estudos tenham
avaliado a atividade da GR, como o estudo de Schettler e colaboradores (1998) que avaliaram
0 estresse oxidativo em pacientes em dialise, Scibior e colaboradores (2005) que avaliaram a
GR em pacientes com tumor no trato gastrointestinal e Sapira e colaboradores (2011) que
avaliaram a GR em pacientes com angina instavel, para 0 nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo que além de validar esta técnica automatizada, determinou os valores de
limites de referéncia para a GR e ainda avaliou seus interferentes pré-analiticos.

O protocolo de automacéo desenvolvido neste estudo pode ser facilmente adaptado ao
analisador automatizado Cobas Mira®, possibilitando a mensuracéo da atividade da enzima
GR. Métodos como a CLAE, fluorimetria, LC-MS, quimioluminescéncia e eletroforese
capilar sdo algumas técnicas empregadas para a mensuracdo da GR em amostras bioldgicas
(PASTORE et al., 2003), no entanto, estes métodos ndo estdo geralmente disponiveis na
maioria dos laboratérios de rotina. A mensuracdo da atividade da GR por método
fluorimétrico baseia-se na formacdo de um composto fluorescente quando a GSH reage com
NAM e este é considerado um método mais sensivel que o método classico que envolve a
mensuracdo da taxa de oxidacdo de NADPH, no entanto, o composto fluorescente formado
tem um maximo de emissdo em 435 nm e, consequentemente, este ensaio é susceptivel a
interferéncia de autofluorescéncia e a partir da fluorescéncia inerente de NADPH, que € uma
parte integrante do ensaio (KAMATA et al., 1993). Além disso, existe outro método que se
baseia no aumento da absorbancia a 412 nm quando DTNB é utilizado, no entanto, este
apresenta baixa sensibilidade, € susceptivel a espécies que absorvem luz violeta, e é limitada
pela instabilidade do reagente DTNB (RAHMAN, 2006).

Embora, 0 método espectrofotométrico seja menos sensivel do que outros, apresenta
algumas vantagens, como simplicidade, facilidade de manuseio, adequacdo as analises de

rotina para o processamento de um grande nimero de amostras, pouco tempo de andlise e
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ainda, pouca producdo de residuos. Ultimamente a busca por técnicas simples, rapidas e de
baixo custo tem se tornado uma Otima alternativa em laboratorios clinicos, que proporcionem
maior rapidez na andlise, um minimo preparo da amostra, baixo consumo de reagentes e
menor geracdo de residuos. Nesse contexto, a espectrofotometria vem se tornando o método
de escolha em muitos laboratdrios.

O método automatizado desenvolvido foi baseado nas recomendacBes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do European Medicines Agency (EMEA) 2012,
Segundo estes Orgaos que regulamentam diversos processos, incluindo a validagdo, alguns
dos parametros que devem ser avaliados sdo: linearidade, exatidao, preciséo e contaminagéo.
Foi observado que a mensuracdo da atividade da GR em amostras de plasma através do
método automatizado proposto foi linear na faixa de 10 a 200 U/L, demonstrando que as
amostras de plasma podem ser mensuradas dentro deste intervalo de valores. Segundo a
ANVISA (2003) e 0 EMEA (2012), o critério minimo aceitvel do coeficiente de regressao
linear (%) deve ser igual a 0,99, corroborando com o valor de r? encontrado neste estudo, o
qual foi de 0,99. A precisdo de um método analitico pode ser expressa com 0 DPR ou CV,
ndo se admitindo valores superiores a 15% (ANVISA, 2003; EMEA, 2012). Foi realizada a
precisdo intraensaio com padrdes de GR nas concentracfes de 50 e 100 U/L, obtendo-se CVs
de 5,7 e 3,4%, respectivamente. Para a precisdo interensaio os CVs foram 9,5 e 9,9% para 0s
mesmos padrbes. Sendo assim, este método demonstrou ser preciso e reprodutivel. A exatiddo
foi avaliada pelo método de recuperacdo, sendo que porcentagens de recuperacdo do analito e
do padrdo interno na faixa de 80 a 120% sdo desejaveis (ANVISA, 2003; EMEA, 2012). No
método proposto, foi observada uma recuperacdo de 114,1%, demonstrando este ser exato.
Uma possivel contaminagdo entre as amostras durante a analise também foi avaliada através
do teste de contaminacdo (carry-over). O CV intraensaio foi de 8,4% para o controle de 50
U/L e 2,6% para o controle de 100 U/L, em comparacdo com 5,7% e 3,4% dos resultados
intraensaio através da analise de precisdao. A semelhanca destes resultados indicou que o
carreamento entre as amostras foi 0 menor possivel, ndo ocorrendo contaminagdo entre as
amostras analisadas.

Para se obter resultados confiaveis e que ao mesmo tempo condizem com valores que
possam ser comparaveis aos valores de referéncia, é necessario a confiabilidade dos mesmos.
O emprego do termo “limites de referéncia” sempre esteve relacionado a interpretagdo de
resultados de exames de andlises clinicas. Em geral, os médicos utilizam os termos “valor
normal” ou “limite de normalidade” para definir pardmetros bioldgicos como glicemia e

colesterolemia. Portanto, dependendo do contexto, o termo ““valores normais” pode significar
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o0 valor associado a auséncia de doenga (ndo patoldgico, sadio) ou ao valor encontrado na
populacédo em geral (MUTTI, 1999; OLIVEIRA; SIQUEIRA, 2003). Neste estudo, foram
avaliados 143 individuos saudaveis, sendo estes 61 homens e 82 mulheres com idade média
de 49,1+15,4 anos. Os limites de referéncia para a GR foram determinados a partir das
recomendacdes da IFCC.

Os valores observados para os limites de referéncia de GR variaram de 20,2-22,8 U/L
para o limite superior e 54,2-71,7 para o limite superior. Com isso, considerando um nivel de
confianca de 90%, os limites de referéncia para a GR em amostras de plasma de individuos
saudaveis sdo de 21,7 a 60,3 U/L. Uma vez que o aumento da atividade desta enzima pode
estar envolvido em muitas desordens clinicas em que o estresse oxidativo estad envolvido,
Scibior e colaboradores (2008), relataram a mensuragdo da atividade da GR em pacientes com
tumores do trato gastrointestinal, antes e ap0s a cirurgia, em comparagdo com um grupo de
pacientes controle o qual consistiu de pacientes saudaveis. Os valores médios da atividade de
GR em plasma de pacientes doentes foi considerado estatisticamente aumentado em
comparacdo com a atividade de GR em pacientes saudaveis, que foi de 30 U/L (SCIBIOR et
al., 2008). Estes valores de atividade de GR encontrados no grupo controle estd de acordo
com os limites de referéncia encontrados em nosso estudo. Posteriormente, Sapira e
colaboradores (2011), relataram um aumento da atividade da GR em pacientes com angina
instavel, no momento da admissdo no hospital. A atividade média de GR no plasma em
pacientes com angina instavel foi de 116,45 U/L e em pacientes controle saudaveis foi 60,66
U/L, sendo o resultado dos pacientes controle semelhante com os limites de valores de
referéncia propostos, 0s quais também sdo semelhantes aos encontrados neste estudo para
uma populacao saudavel.

A interferéncia analitica causada por fatores pré-analiticos é uma fonte significativa de
erros nas analises de laboratério clinico, que ocorre quando uma substancia ou processo possa
vir a alterar falsamente um resultado (CARRARO, 2007; LIPPI, 2009). Os interferentes mais
comuns na rotina laboratorial sdo a lipemia, hemoglobina e bilirrubina, as quais estdo
presentes em algumas situagdes clinicas, tal como na anemia hemolitica, cirrose hepatica e
dislipidemia, respectivamente (DIMESKI, 2008).

Na lipemia, quilomicrons e VLDL sdo particulas suspensas que mudam a difuséo da
luz, produzindo turvacdo. A lipemia pode interferir em qualquer ensaio que utiliza a
transmisséo de luz, como parte do sistema de detecgcdo. As amostras turvas causam atenuacgao
da intensidade de luz que passa através de uma amostra devido a refletancia de dispersdo ou

absorcdo (KROLL, 2004). Na avaliacdo da interferéncia pela lipemia, os resultados
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encontraram-se diminuidos linearmente, para todas as concentracbes adicionadas de
Intralipid® 20%, sendo que a percentagem de interferéncia encontrada foi de 22,39% a
36,45%, e esta interferéncia foi considerada significativa para a mensuracao da enzima GR,
pois foi maior que 5%.

Na avaliacdo da interferéncia pela hemoglobina, os resultados encontraram-se
diminuidos, onde a percentagem de interferéncia foi de 6 a 28%. Esta interferéncia foi
considerada significativa, pois para enzimas, um percentual acima de 5% (VERMEER et al.,
2005) ja é considerado como interferéncia. As causas de interferéncia devido a hemadlise nem
sempre sdo evidentes, mas alguns estudos tém sido feitos. A interferéncia da hemolise é
principalmente devido a hemoglobina, que tem ampla e intensa absorcdo nas regides
ultravioleta e visivel do espectro (KROLL; ELIN, 1994).

Ao avaliar a interferéncia pela ictericia, os resultados da atividade da enzima GR
foram significativamente reduzidos, obtendo-se uma percentagem de interferéncia a partir de
34,80%, na concentracdo de 0,9 mg/dL e de 45,35% para 30 mg/dL de bilirrubina. Estes
resultados encontraram-se diminuidos, em comparacdo com o plasma nao enrigquecido, e esta
interferéncia € considerada significativa, uma vez que foi superior a 5%. Isto pode ser devido
ao fato da bilirrubina interferir em métodos colorimétricos (VERMEER et al., 2005). A
bilirrubina é oxidada em uma reacdo cinética com, H,0,, e a sua diminuicéo de absorbancia é
sobreposta sobre a reacdo dos principais triglicerideos (RYDER, 1991; OWEN; KEEVIL,
2007).

Desta forma, o desenvolvimento e a validacdo do método proposto possibilitou o
desenvolvimento de um ensaio automatizado para a mensuracdo da atividade da GR em
amostras de plasma, sendo este linear, preciso e exato, além do mesmo ser simples, de baixo
custo (R$ 1,00 por teste), gera poucos residuos e ainda é facilmente adaptavel ao analisador
Cobas Mira®. Foi possivel também a determinacdo dos limites de referéncia da GR para uma
populacdo saudavel seguindo recomendacfes da IFCC (1987), os quais foram de 21,7 a 60,3
U/L. Ainda, de acordo com os dados apresentados, quando foi adicionado Intralipid® 20%
simulando amostras lipémicas, todas as concentracBGes interferiram na mensuracdo da
atividade da GR, bem como também todas as concentragdes de padrdo de hemoglobina
simulando amostras hemolisadas interferiram na mensuracdo da GR, sendo uma percentagem
de 28,8% para a menor concentracdo e todas as concentragdes de bilirrubina simulando
amostras ictéricas interferiram na mensuracdo da GR sendo que a menor concentragcdo

interferiu com uma percentagem de 34,8%.



5 CONCLUSOES

Foi desenvolvido e validado um método analitico automatizado para a mensuracéo da
atividade da glutationa redutase, sendo este adaptado ao analisador Cobas Mira®.

O método automatizado desenvolvido foi linear, preciso e exato.

Este estudo propiciou um protocolo automatizado para a mensuracdo da atividade da
enzima glutationa redutase.

Foram determinados os limites de valores de referéncia em amostras de plasma para
uma populacdo saudavel, de acordo com o método ndo paramétrico, seguindo
recomendacdes da IFCC, sendo que os limites foram de 21,7 a 60,3 U/L.

Pode-se concluir também que a lipemia, hemoglobina e a bilirrubina interferem na
mensuracdo da atividade da glutationa redutase, quando mensurada pelo método

apresentado neste estudo.
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