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RESUMO

Objetivos: avaliar a estabilidade da amostra de sangue total para dosagem de

hemoglobina glicada (A1c) em equipamento portátil pelo método da cromatografia de

afinidade ao boronato em química seca, para elaborar protocolos de análise,

armazenamento e transporte da amostra. Metodologia: uma amostra de sangue total

com EDTA foi dosada em triplicada e aliquotada para armazenamento em diferentes

temperaturas (em 0oC, 8oC, -20oC) e com intervalos de tempo distintos (24h, 48h, 72h,

96h, 120h) e (30, 60 e 90 dias para a temperatura de -70oC). Resultados: as dosagens

obtiveram melhor performance de reprodutibilidade quando armazenados na temperatura

de 8oC por até 120h, observando-se um aumento dos valores nas demais temperaturas

de armazenamento. Conclusão: o teste é confiável usando sangue total quando

armazenado em refrigeração por 5 dias.

Palavra-chaves: afinidade ao boronato; A1c; diabetes mellitus.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the stability of the whole blood sample for measurement of

glycated hemoglobin (A1c) by boronate affinity in portable equipment. Analysis protocols

develop, storage and transportation of the sample. Methodology: A whole blood sample

with EDTA was measured in triplicate and aliquoted for storage at different temperatures

(0°C to 8° C, -20°C) and for different time intervals (24h, 48h, 72h, 96h, 120h) and (30, 60

and 90 days at the temperature -70°C). Results: The dosages obtained better

performance reproducibility when stored at a temperature of 8°C for up to 120h, observing

an increase in values in the other storage temperatures. Conclusion: the test is reliable

using whole blood when stored under refrigeration for 5 days..

Key word: boronate affinity; A1c; diabetes mellitus.
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Introdução

Diabetes mellitus (DM) é um distúrbio metabólico com múltiplas etiologias,

caracterizada por hiperglicemia crônica em jejum (> 126 mg/dL), associada a defeitos na

produção ou ação da insulina, ou ambos (1-3). A classificação mais aceita é a proposta
pela American Diabetes Association (ADA) como tipo1 (DM1), tipo 2 (DM2), outros tipos

de DM e diabetes gestacional (4). A DM pode ser identificada, precocemente, como pré-

diabetes quando detectada hiperglicemia variável entre 100 e 126 mg/dL (tolerância à

glicose diminuída ou glicemia de jejum alterada) (5).

A hemoglobina glicada (A1c) é um marcador de DM que vem sendo empregado

desde 1976 de acordo com estudos que mostram que níveis elevados de A1c aumentam

a probabilidade de complicações microvasculares em diversos órgãos (6). A A1c refere-se

à fração de hemoglobina A (HbA), cujo terminal valina da cadeia beta liga-se à glicose por

meio de uma reação estável e irreversível. Transportadores existentes na membrana dos

eritrócitos são capazes de equilibrar a concentração de glicose intracelular e plasmática,

de forma que, a hemoglobina sempre esteja exposta à glicose presente no sangue,

independentemente de sua osmolaridade (6-8).

A utilização da A1c para fins diagnósticos de DM foi estabelecida por uma

comissão internacional de especialistas em 2009, sendo definido o valor acima de 6,5%,

confirmado em uma segunda dosagem, reconhecido pela da Organização Mundial de

Saúde em 2011(9-15). A partir da dosagem da A1c, a glicemia média estimada (GME)

pode ser calculada para um período de 2 a 3 meses anteriores à dosagem pela fórmula

GME = (28,7 × %A1c) – 46,7 (15-17).

Em estudos epidemiológicos sobre DM, a dosagem de glicose capilar e mesmo a

determinação da glicose em jejum, estão sujeitas a erros amostrais que variam desde o

não cumprimento do jejum, até procedimentos de armazenamento e transporte da

amostra, pois a glicose é rapidamente degradada em amostras biológicas seja pelos

eritrócitos ou eventuais contaminantes (18). Alternativamente, a determinação da A1c tem

sido recomendada para o diagnóstico preciso de DM (2-3) e a metodologia considerada

“padrão-ouro” é a do High Performance Liquide Chromatography (HPLC) (19-20).

Mais de 30 métodos são descritos para análises de A1c, que podem ser divididos

em métodos que usam a carga molecular (HPLC e eletroforese) e aqueles baseados na
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estrutura molecular (imunoensaios, cromatografia de afinidade ao boronato e

espectrometria de massa) (21-23). Entretanto, a maioria destes, ainda são de alto custo e

de complexa tecnologia para estudos in loco em comunidades distantes dos centros

urbanos. Situação evidente em nossa região, como o caso de populações ribeirinhas

amazônicas, remanescentes de quilombos e indígenas.

Buscando-se evitar erros na interpretação dos níveis de A1c obtidos pelos diversos

métodos laboratoriais, foi criado, nos Estados Unidos da América, o National

Glycohemoglobin Standardization Program (NGPS) entidade que promove a

padronização das determinações do teste de A1c em relação ao método utilizado,

fornecendo uma lista de métodos certificados, visto que, referem-se especificamente a

fração A1c (24).

Destarte, este estudo propõe avaliar a estabilidade da amostra de sangue total

para dosagem de A1c pelo equipamento Nycocard© II (Axis Shield PoC As®, Scotland)

que utiliza cromatografia de afinidade ao boronato em química seca. Este equipamento é

portátil, de custo reduzido, de fácil manuseio, sendo um teste rápido, adaptado para

pesquisas em campo. Assim, poderão ser sugeridos protocolos de análise e/ou

armazenamento e transporte da amostra de sangue para dosagens de A1c, com

relevância para o diagnóstico e monitoramento de DM.

Metodologia

Os testes para determinação da A1c foram feitos utilizando-se o equipamento

NycoCard© II (Axis Shield PoC As®, Scotland) que corresponde a cromatografia de

afinidade ao boronato em química seca, com registro e autorização junto a Agência

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), Ministério da Saúde. O equipamento funciona

com dispositivos de análise compostos por filtro de membrana porosa, solução tampão de

glicinamida com boronato (Reagente 1) e solução tampão de morfolina NaCl (Reagente

2). Os kits para o aparelho são comercializados em embalagens contendo 24 análises. Os

resultados foram expressos em percentagem de A1c presente na amostra, proporcional à

intensidade de cor azul medida pelo equipamento. Foram realizadas as dosagens de A1c

em sangue total em todas as alíqutoas após armazenamento em diferentes temperaturas

e com intervalos de tempo distintos.
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No processamento das alíquotas para determinação da A1c, foram respeitadas as

instruções de uso do fabricante, evitando possíveis alterações na leitura pelo

equipamento ou efeitos de interferentes presentes na amostra. A tecnologia utilizada

corrige concentrações de hemoglobina (Hb) no intervalo de 6 a 18g/100mL onde

dosagens de A1c com valores elevados de glicose, bilirrubina e lipídios não sofrem

interferência.

A amostra de sangue total foi obtida a partir de um indivíduo adulto, não diabético,

que utilizou o serviço do Laboratório de Análises Clínicas (LAC) do Instituto de Ciências

Biológicas (ICB) da Universidade Federal do Pará (UFPA), Brasil. Foram coletados 5 mL

de sangue total em tubo de ensaio à vácuo, contendo EDTA. Foi realizada a dosagem de

A1c a temperatura ambiente, em triplicata, para servir de parâmetro, representando o dia

zero (valor esperado). A amostra não estava hemolisada, pois segundo o manual do

equipamento Hb plasmática > 3g/100mL interfere no sistema de teste. Alíquotas de 100µL

foram dispensadas em 18 microtubos de polipropileno resistente ao congelamento e

armazenadas em 4 ambientes de conservação da seguinte forma: 5 alíquotas em

recipiente de isopor com gelo; 5 alíquotas em refrigerador (2 a 8ºC); 5 alíquotas em

freezer (-20ºC); e 3 alíquotas no ultra-freezer (-70ºC). Os testes ocorreram em triplicata

para cada alíquota, obedecendo aos intervalos descritos na Figura 1.

Os valores das A1c das alíquotas foram comparados com a dosagem do dia zero

(valor esperado) para avaliar a reprodutibilidade dos resultados. As análises de triplicada

foram tratadas fornecendo a média aritmética, desvio padrão e coeficiente de variação.

Os resultados também foram aplicados em análises de significância pelo Teste-t de

Student para avaliação da reprodutibilidade das dosagens em triplicata e o teste de

regressão logística de Pearson para avaliar a significância da relação entre um aumento

ou queda dos valores em função do tempo nas várias temperaturas de armazenamento.

Para as análises estatísticas, foi empregando o software BIOESTAT 5.0 (Ayres et al.,

2007) sendo admitido como significativo um valor p < 0,05.
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Figura 1 – Protocolo das análises em diferentes temperaturas e tempo de

armazenamento.

Resultados e Discussão
As dosagens mostraram-se reprodutivas na maioria das dosagens em triplicata, em

todas as temperaturas de armazenamento, com valores significativos indicando que os

valores das dosagens não variaram entre si, exceto na dosagem após 24h armazenado

em gelo e freezer, 48h em freezer e 96h sob refrigeração e freezer (Tabela 1).

As amostras armazenadas sob refrigeração e em freezer mostraram a melhor

performance de reprodutibilidade não havendo diferenças estatísticas entre os dias,

apesar do resultado do armazenamento em freezer ter mostrado um resultado limítrofe (p

= 0,059) no teste de regressão logística (Figura 2). As amostras armazenadas sob

refrigeração mostraram, seguramente, maior reprodutibilidade não demonstrando

diferença estatística significativa (p = 0,129). Por outro lado, as amostras armazenadas no
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gelo e no ultra-freezer mostraram um aumento significativo com o passar do tempo,

indicando que essas condições de temperatura não são recomendadas.

Tabela 1 – Variação da A1c em temperaturas e diferentes tempo de armazenamento.
Condições de

armazenamento A1c (triplicata) Média DP CV % Valor p*
T (oC) Tempo

TA 0h 6,6 6,2 6,4 6,4 0,20 3,1 0,0067

Gelo (0oC)

24h 6,8 6,4 5,6 6,26 0,61 9,7 0,0695
48h 6,9 6,7 6,2 6,6 0,36 5,5 0,0165
72h 5,9 6,2 6,3 6,13 0,21 3,4 0,0111
96h 7,0 6,7 6,5 6,73 0,25 3,7 0,0070

120h 6,4 6,4 6,4 6,4 1,09 170 -

Refrigeração
(8oC)

24h 6,4 6,4 6,4 6,4 1,09 170 -
48h 6,5 6,3 6,4 6,4 0,10 1,5 <0,0001
72h 6,5 6,5 6,5 6,5 - - -
96h 4,9 5,2 6,0 5,36 0,59 10 0,3802

120h 6,1 6,3 6,1 6,16 0,12 1,8 <0,0001

Freezer
(-20oC)

24h 5,2 5,6 5,4 5,4 0,20 3,7 0,0741
48h 4,8 5,1 5,6 5,16 0,40 7,8 0,5491
72h 6,8 7,0 6,8 6,86 0,12 1,6 <0,0001
96h 7,7 5,2 6,6 6,5 12,51 19,2 0,1738

120h 5,6 5,5 5,9 5,66 0,21 3,6 0,0310
Ultra

freezer
(-70oC)

30 dias 7,7 7,3 7,6 7,53 0,21 2,7 <0,0001
60 dias 7,4 7,4 7,2 7,33 0,12 1,5 <0,0001
90 dias 7,9 7,8 7,8 7,83 0,06 0,7 <0,0001

* Teste t-Student.
CV = coeficiente de variação; DP = desvio padrão; T = Temperatura TA = Temperatura ambiente.

Foi observado um aumento na viscosidade da alíquota referente ao ambiente

refrigerador 96h, fato que pode ter provocado valores inferiores em relação ao dia zero.

Embora nossa metodologia seja um teste rápido, em média 3 minutos, as dosagens

correspondentes ao ambiente freezer 48h sofreram demora na absorção do reagente 2

(solução de lavagem), sugerindo possível instabilidade da amostra.

Em trabalho utilizando as metodologias de imunoensaio e HPLC com amostras de

sangue conservadas em diferentes temperaturas, analisadas em dias subsequentes, foi

observada establilidade a -20ºC e 4ºC, respectivamente, sendo que nenhum método

verificou estabilidade com amostra a 30ºC ou 37ºC por mais de 3 dias (25). Trabalhos

realizados sobre a estabilidade de amostras armazenadas por longos períodos em baixas

temperaturas, mostram que há aumento na concentração das frações de HbA1a e HbA1b



14

(10), o que foi confirmado no presente trabalho nas dosagens das alíquotas de 30, 60 e

90 dias armazenadas no ultra-freezer.

* Teste de regressão logística de Pearson
Figura 2 - Variação da A1c em função do tempo e temperatura de armazenamento.

Conclusão

A A1c como importante fator diagnóstico de DM, deve ser controlada por métodos

que sejam reprodutivos e estáveis quando a amostra é armazenada vários dias antes da

dosagem como no caso de trabalhos in loco em regiões distantes de centros urbanos. O

método de dosagem de A1c pelo método da cromatografia de afinidade ao boronato

mostrou-se reprodutiva quando a amostra foi armazenada sob refrigeração (8oC) ou

freezer (-20oC). OP armazenamento em freezer (-20oC) e ultra-freezer (-70oC) mostraram-

se inadequados por aumentar os valores das dosagens com o passar do tempo.

A elaboração de protocolos de armazenamento de amostras e padronização para

dosagens de afinidade ao boronato em equipamento portátil em pesquisas

epidemiológicas in loco, são de grande relevância para saúde pública e necessárias para

avanços e inovações tecnológicas. O presente ensaio de estabilidade da amostra em
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diferentes temperatura e intervalos de tempo demonstrou boa acurácia, apresentando o

ambiente refrigerador com os resultados mais próximos do valor esperado.
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