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RESUMO

Introducdo: A determinacdo da glicemia € um ensaio de alta demanda na
rotina laboratorial pelo auxilio-diagndstico e monitorizacdo de alteragbes do
metabolismo, como o diabetes. Apés a coleta do sangue, células continuam a
consumir a glicose, processo denominado glicllise in vitro. Agentes e
procedimentos antiglicoliticos devem ser implementados para evitar a reducéo
da concentracéo da glicose in vitro e propiciar resultados confiaveis.

Objetivo: avaliar o efeito do tempo e temperatura sobre a glicemia em
amostras de sangue obtidas na presenca de fluoreto de s6dio/EDTA
comparado a presenca de gel separador com ativador de coagulo, em
condi¢gbes que mimetizam a rotina laboratorial.

Materiais e Métodos: 46 pacientes, de ambos 0s sexos, adultos (18-60 anos),
foram coletados plasma (BD Vacutainer® Fluoreto/EDTA) e soro (BD
Vacutainer® SST® Il Advance®), e a glicemia, dosada pelo método da glicose
oxidase-peroxidase/reacao de Trinder, comparada em diferentes tempos e
temperaturas antes da centrifugacdo da amostra.

Resultados e Discusséo: os individuos da pesquisa foram divididos em dois
grupos de 23 individuos cada, sendo as amostras submetidas a diferentes
condi¢cbes de tempo e temperatura. No grupo | as amostras foram mantidas em
banho de gelo (2-4°C) na primeira hora apds a coleta e posteriormente
mantidas a temperatura ambiente (20-25°C), sendo entdo centrifugadas apos
1, 2 e 3h apds a puncao sanguinea. No grupo Il, a glicemia foi quantificada em
intervalos de 1, 3, 5, 8, 24h apds a puncdo sanguinea, sendo imediatamente
armazenadas e mantidas durante a primeira hora em banho de gelo e a
temperatura ambiente nas horas subsequentes. A concentracdo da glicose do
soro e do plasma do Grupo | e Il ndo apresentaram diferenca entre as médias
(P>0,05) apods as diferentes condi¢cdes de armazenamento. A reducdo maxima
da concentracdo de glicose no tempo de 24 horas, foram de 9% e 10% para
soro e plasma respectivamente.

Conclusao: Nosso estudo mostra que reduzindo a temperatura imediatamente
apos a coleta, tubos de coleta de soro com gel separador e ativador de
coagulacdo podem ser utilizados na rotina laboratorial para a determinacao da
glicemia em substituicdo a amostra coletada com fluoreto de sédio.

Palavras-Chave: Glicdlise, Tubos a Vacuo, Glicemia, Agentes Antiglicoliticos,

fase Pré-Analitica.



ABSTRACT

Introduction: Determination of glucose is highly demanded in a laboratory
routine for diagnosis and monitoring of metabolic disorders, as diabetes. After
the blood collection, cells continue to consume glucose, process called in vitro
glycolysis. Antiglycolytic compounds and procedures should be implemented in
order to avoid reduction in the concentration of glucose in vitro and provide
reliable results.

Objective: Evaluate the effect of time and temperature on the glucose in blood
samples obtained in the presence of sodium fluoride / EDTA compared to the
presence of separating gel with clot activator under conditions that mimic the
laboratory routine.

Methods: Plasma samples (BD Vacutainer ™ fluoride / EDTA) and serum (BD
Vacutainer ™ SST® Advance® |lI) were compared for the quantification of
glucose (glucose oxidase-peroxidase/Trinder reaction). Blood samples of 46
adult patients (18-60 years) of both sexes were used in both experiments.
Results and Discussion: the researched patients were divided into two groups
of 23 people, and samples evaluated in different conditions of time and
temperature. In the group |, samples were kept in ice bath (2- 4°C) in the first
hour after collection and later kept at room temperature (20- 25°C), and then
centrifuged at 1, 2 and 3 hours after blood collection. In the group I, the blood
glucose was measured at intervals of 1, 3, 5, 8, 24 hours after the blood
collection, immediately stored and maintained in ice bath during the first hour
and the room temperature in the subsequent hours. The concentration of serum
glucose and plasma in the Group | and Il showed no difference between (p>
0.05) after different storage conditions. The maximum reductions in the glucose
concentration in 24 hours were 9% and 10% for serum and plasma respectively.
Conclusion: Our study shows that reducing the temperature immediately after
the blood collection, serum collection tubes using separating gel with cloat
activator can be used in the laboratory routine for the determination of glucose
in order to replace the samples collected with sodium fluoride.

Keywords: Glycolysis, Vacuum Tubes, Glycaemia, Antiglycolitic Agents, Pre-
Analytical Phase.



INTRODUCAO

Glicemia denomina a quantificacdo do principal monossacarideo, a
glicose, no sangue. O metabolismo da glicose € uma fonte energética e
relevante como esqueleto de carbono para outras vias metabdlicas sendo
essencial para todas as células [2,3].

A dosagem da glicose sanguinea € um dos exames mais solicitados em
todo o mundo devido a importancia do diagnostico precoce do Diabetes
mellitus, patologia de inicio silencioso, muito prevalente e com elevada
morbimortalidade [1].

A precisdo e exatiddo na determinacdo da glicemia sao elementos
importantes para o diagnostico e monitoramento de diversas patologias [4].
Entre os principais fatores pré-analiticos que podem afetar o resultado da
glicemia esta o “efeito e o controle da glicdlise in vitro” [5,6].

A glicélise é uma sequéncia de reacdes que promove a degracdo da
glicose para fornecer energia, ATP, ao organismo [7]. O processo contempla 10
reacdes enzimaticas, divididas em dois estagios de cinco reacdes. Com
objetivo maior, o primeiro estagio é responsavel pela fosforilagdo da glicose
formando a glicose-6-fosfato, processo irreversivel com posterior clivagem
formando o gliceraldeido-3-fosfato na quinta e Gltima etapa do primeiro estagio,
processo que consome dois ATP. No segundo estagio o gliceraldeido-3-fosfato
através de uma série de reacbes € convertido a duas moléculas de piruvato,
metabdlito final da glicdlise. Desta forma a glicélise segue produzindo outras
quatro moléculas de ATP, o que compensa o consumo de duas moléculas de
ATP utilizado na primeira fase para fosforilar a glicose, e o agente oxidante
deste processo € o NAD+ que se converte em NADH. As enzimas que
participam de todo o processo sdo responsaveis pela regulacdo constante de
ATP e demais produtos glicoliticos [8].

Varios métodos permitem minimizar e estabilizar a reducdo da glicose
sanguinea, promovido pela glicélise [5,9,10]. Entre esses estdo: (i) a
centrifugacédo e decantacdo do plasma em até uma hora apds a colheita da
amostra; (ii) refrigeracdo durante o transporte; (iii) adicdo de agentes

antiglicoliticos, como o iodo acetato, o fluoreto de sédio, a manose ou uma



mistura que promove a acidificacdo do soro [11]. A figura 1 mostra os

principais agentes antiglicoliticos e seus sitios de atuag&o na via glicolitica.

Figura 1 — Principais sitios da via glicolitica associados aos principais agentes antiglicoliticos.
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Adaptado de Lehninger et al, 2000.

Entre os agentes antiglicoliticos utilizados, o uso do fluoreto de sédio é o
mais popular, pelo baixo custo, facilidade de dissolucdo e apds a inibicdo
enzimatica, manter estavel a glicemia por longo periodo [3]. O fluoreto atua
inibindo a metaloenzima enolase (hidrolase 2-fosfo-D-glicerato), enzima
responsavel pela conversédo do 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato, na nona
e penultima fase da via glicolitica [12]. O fluoreto é usualmente combinado com
o anticoagulante EDTA (1mg por mL de sangue), agente que promove a
quelacdo do calcio, eficiente anticoagulante, permitindo que se utilize menor
guantidade de fluoreto (2mg por mL de sangue), evitando efeito osmético e
hemolise, observado quando o uso isolado do fluoreto (10mg por mL de

sangue) é utilizado como anticoagulante e inibidor da glicdlise [13].



Sendo a enolase uma enzima localizada nas reacgdes finais da glicdlise,
a inibicdo completa da via ocorre cerca de trés horas apo6s a adicdo do fluoreto.
Portanto o fluoreto ndo € um agente antiglicolitico de acéo imediata[14,15].

Na busca de acuracia na quantificacdo da glicemia, a atencédo da fase
pré-analitica € imprescindivel[4]. Fatores rotineiros influenciam diretamente no
consumo da glicose in vitro, como o tempo e a temperatura em que a amostra
de sangue é mantida, e o volume globular do individuo. A fase pré-analitica é
muito importante e bastante propensa a erros durante 0s ensaios, processo
que envolve diferentes profissionais de diversos setores, desde a obtencéo do
material biologico até o seu preparo para a andlise final [6]. Estima-se que esta
fase é responsavel por até 70% dos erros analiticos de um exame. Muitos
destes erros acontecem devido a falta de orientacbes do paciente fornecida
pelo médico e laboratorio clinico, e durante a coleta e preparo da amostra [6].

A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica recomenda o uso de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, sal sédico ou potassico) na propor¢édo de 1,2
a 2,0 mg e fluoreto de sodio (NaF, sal sédico ou potassico) na propor¢éo de2,0
a 4,0 mg por mL de sangue total [13,14]. Porém, o NaF pode levar mais de
duas horas para inibicdo completa e estavel da via glicolitica, periodo
considerado critico devido a queda da glicemia nos primeiros instantes apés a
coleta em temperatura laboratorial de (20a 25°C) [15,16,21]. A demora na
inibicdo da glicdlise in vitro se deve a difusdo lenta do fluoreto para entrar nas
células e principalmente o tempo para que inibida a enolase, todas as demais
etapas acumulem substratos e promovam o bloqueio glicolitico [12,15].

Diferentes métodos para impedir a glicélise, e consequente perda da
glicose in vitro, como o resfriamento da amostra logo apds a punc¢ao sanguinea
€ um procedimento aceito por reduzir o metabolismo celular [16,17].

Neste estudo, o objetivo foi avaliar o efeito da reducédo da temperatura
em tubos sem adicdo de agentes antiglicoliticos, comparando com a inibigéo
classica promovida pelo fluoreto de sO6dio/EDTA em condi¢cdes de rotina

laboratorial.



MATERIAIS E METODOS

Amostras de sangue venoso sem restricao de jejum, foram coletadas em
tubos a vacuo contendo ativador de coagulacéo e gel separador (Vacutainer®
SST® Il Advance®) e fluoreto de sodio/EDTA (Vacutainer®; NaF 6,0mg,
Na,EDTA 12,0mg) da companhia Becton Dickinson (BD do Brasil). O sangue
venoso homogeneizado obtido por venopuncao foi usado para determinar a
glicose por método enzimatico colorimétrico com a enzima glicose oxidase,
guantificada com o sistema automatizado Vitalab E-Flexor, fabricado pela
empresa Vital Scientific — uma empresa com o Certificado ISO 9000 e
registrada no FDA. Os testes foram realizados com reagente Gold Analisa pelo
meétodo enzimatico glicose oxidase (GOD).

Este estudo piloto de modelo analitico foi desenvolvido no Laboratério de
Analises Clinicas Visdo na secao de bioquimica, apresentando certificacao
“Excelente” pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ). As
amostras de sangue venoso obtidas de 46 voluntarios adultos (18-60 anos) de
ambos os sexos, foi realizado dois estudos distintos.

O grupo | foi composto por 23 colaboradores, submetidos a venopuncao
para coleta de 3 tubos de soro e 3 tubos de plasma de cada individuo, apds
coletadas foram armazenadas em banho de gelo entre 2-4°C.Os tubos
receberam identificacdo para analise apds 1, 2 e 3horas, sendo as amostras de
plasma como P1, P2 e P3, e amostras de soro como S1, S2 e S3
respectivamente. A cada hora, as amostras foram centrifugadas para
realizacdo da dosagem da glicose sanguinea.

O grupo Il foi composto por outros 23 individuos submetidos a coleta de
2 tubos de soro e 2 tubos de plasma, as amostras foram submetidas somente a
primeira hora em banho de gelo fundido 2 - 4°C,nesta etapa as amostras foram
centrifugadas (3000rpm) para dosagem da primeira hora, pipetando uma
aliquota de 100 microlitros de cada amostra para dosagem glicémica, sendo
gue dois tubos foram congelados para controle e o0s outros dois
ressuspendidos e armazenados em temperatura ambiente (20°-25°C)para as
proximas dosagens serem realizadas consecutivamente em 3, 5, 8 e 24 horas
apos a puncdo sanguinea. A Figura 2 resume as principais etapas deste

experimento.



As amostras com hemdlise, presenca de coagulos ou volumes

inadequados foram excluidas do estudo(6).

Figura 2 — Fluxograma das principais etapas experimentais do grupo Il. Estudo do efeito da
refrigeracdo da amostra sobre a glicemia.

/ Coleta de sangue total em 2 tubos \ / Centrifugacao e repouso \
W O
a

‘ -

\

1 - Gel separador/ativador
de coagulagao

hora

QKFIuoreto-EDTA Banho de gelo/ \Centrifugagéo Repouso /

- of

amo 8

-

/ Quantificagao da glicemia em automacgao \ / Temperatura ambiente \
= =
- Tomada de amostras /I—
Q 3 horas KN

5 horas
e 8 horas

24 horas

— = n
K / antrifugagéo Homogeneizagao /

Andlise estatistica

As concentracfes de glicose em todos 0s experimentos apresentaram
distribuicdo normal com o teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparacdes
foram realizadas pelo teste t-Student (bidirecional) ou ANOVA (one-way) para
comparacdes multiplas. O software Statistica para Windows versdo 8.1
(StatSoftinc, OK, USA) foi utilizado nas andlises. Um valor de probabilidade

menor que 5% (P<0,05) foi considerado significativo em todas as analises.

RESULTADOS e DISCUSSAO

A comparacao entre concentracdes de glicose em soro coletado com gel
separador e ativador de coagulacdo e plasma com fluoreto/ETDA esta
mostrado na figura 3. As amostras dos 23 pacientes testados, mantidos por 1,

2 e 3 horas em banho de gelo ndo apresentaram diferenga significativa



(P>0,05). Esta figura mostra os resultados do Grupo I, representados por S, as
amostras de soro, e P, as amostras de plasma durante as consecutivas trés

primeiras horas apds a pun¢éo sanguinea.

Figura 3 — Comparacao entre a concentracao de glicose entre soro mantidos em banho de

gelo por até 3 horas.
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Amostras de soro (S, ativador de coagulacéo e gel separador) e plasma (P, NaF/EDTA) foram
mantidas por 1, 2 e 3 horas em banho de gelo (2-4°C). Os valores sédo apresentados como
média (x1-Desvio Padrdo). Nao ha diferenca significativa entre soro e plasma ou entre dos
tempos testados para todas as amostras (teste t-Student, P>0,05).

E possivel concluir neste experimento que a reduzindo a temperatura do
sangue na primeira hora apés a coleta, preserva a glicolise de forma similar em

soro e plasma fluoretado. A figura 4 mostra os resultados obtidos do Grupo Il.



Figura 4 — Comparacao entre soro e plasma da glicemia em diferentes tempos.
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O tempo de 1 hora foi considerado100%. Dosagens da glicemia de 23 individuos foram
convertidas em porcentagem em relacdo a medida de 1 hora de cada amostra. As amostras
imediatamente apds a coleta foram submersas em gelo (2-4°C) e ap6s a 1 hora mantidas a
temperatura ambiente (20-25°C). Comparacfes entre as concentra¢des entre soro e plasma
para 0os mesmos tempos ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) em todo o
periodo do experimento.

Apos 24h foi observado uma reducdo média na glicemia de 9% e 10%,
para o soro e plasma respectivamente. A andlise dos experimentos, sugerem
gue o soro centrifugado e mantido em tubo com gel separador, apresenta perfil
reduzido na glicélise com padrdo semelhante ao plasma.

Cuidados no procedimento de preparo da amostra sao fatores chave
para uma adequada dosagem glicémica. O inibidor NaF é recomendado, porém
a perda da glicose sanguinea deve ser considerada, levando em conta a baixa
eficiéncia quando utilizado isoladamente[18]. A dosagem da glicose utilizando o
soro como amostra, mostrou-se benéfica, devido trazer facilidades e economia
para paciente e ao laboratério. Como estes aditivos antiglicoliticos impedem o
uso para analise de outros exames bioquimicos, um maior volume de amostra
do paciente € necessario para os diferentes tubos de recolha de sangue. No
laboratorio, seguindo procedimentos adequados, menor numero com o0s tubos
de recolha gastos e também menor volume de amostras ocupando o0s
analisadores bioquimicos, o que representa maior rapidez e praticidade durante
as analises. Henry et al.[9] recomenda o uso de soro se este for separado (sem

contaminagdo com ceélulas sanguineas), no maximo até 30 minutos da coleta.



Ja Burtis e Ashwood [10] relatou que nédo € seria necessario o uso do fluor se o
soro for separado dentro de 60 minutos apds a coleta sanguinea. Nestes
estudos tanto Henry et al [9] quanto Burtis e Ashwood et al [10], relatam haver
maior degradacdo da glicose com um volume corpuscular médio (VCM)
elevado.

O uso isolado do fluoreto de sbédio ndo € considerado um eficiente
antiglicolitico [19]. A acidificagdo do sangue descrito inicialmente por Uchidaet.
al [29]é um procedimento que inibe a glicolise. Um tampao de citrato de pH>6,0
inibe as enzimas hexoquinase e fosfofrutoquinase que operam no inicio da via
glicolitica, [11]. O uso do citrato é indicado pela Associacdo Americana de
Quimica Clinica (AACC), técnica amplamente utilizada na Europa por ser
considerada eficiente para o blogueio da glicélise [12,18]. A glicose mantida em
tampao de citrato com pH entre 5.3-5.9 se mantém estavel por 10 horas em
temperatura ambiente [18]. Schrotetetal. (2007) cita que o tempo para se obter
0 soro é maior, e que esta metodologia ndo caberia a muitos pontos de coleta
sanguinea.

A busca de um aditivo ideal para preservar a glicose sanguinea inclui
varios requisitos como, ter boa solubilidade, ser eficaz em baixa concentracéo,
ser resistente a temperatura ambiente, ser atoxico e de baixo custo [22,23]

Substanciado pelo presente estudo, € possivel propor que 0 soro
adequadamente coletado (imediatamente refrigerado ou realizando a
centrifugacdo no maximo 1h apés a coleta), possa substituir o uso do plasma
fluoretado para quantificagcdo da glicemia. Os tubos de fluoreto podem ser
indicados para situacdes onde ndo se possa garantir 0 processamento da
amostra em tempo habil, como em coletas realizadas em locais distantes, onde
0 sangue total é transportado sem a separacao do plasma, ndo eliminando a
necessidade de resfriamento para satisfatéria preservacéo glicémica.

Em sintese, nosso estudo mostra que reduzindo a temperatura
imediatamente ap0s a coleta, os tubos de coleta de soro com gel separador e
ativador de coagulacdo podem ser utilizados na rotina laboratorial para a
determinacdo da glicemia em substituicdo a amostra coletada com fluoreto de
sédio. Uma vez centrifugado, o tubo de soro é capaz de manter a glicemia de
forma similar ao fluoreto por até 24 horas. A metodologia aplicada neste

trabalho é compativel com a maioria dos laboratérios clinicos e permite, sem



prejuizo, suprimir um tubo de recolha de sangue, minimizando custos e

otimizando o processamento das amostras.
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