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Resumo

Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo principal analisar as possiveis modifica-
¢des in vitro do acido ascdrbico nos parametros bioquimicos de ureia e creatinina plasmatica
em amostras de plasma sanguineo de voluntarios saudaveis apoés a presenca de altas
concentragdes de acido L-ascérbico. Métodos: Concentragdes crescentes de acido
ascorbico (5, 10 ou 40 mg/dL) foram adicionadas ao pool de soro humano e os analitos
foram determinados até 1 hora apés a adigdo. O método utilizado nas dosagens de ureia
foi 0 da urease pelo método UV e o de creatinina plasmatica foi o enzimatico por reagdo
de ponto final, ambas por método colorimétrico. Resultados: Foi verificado que, ao se
adicionar a vitamina C nas concentragdes de 5, 10 e 40 mg/dL aos pools controle,
somente nas concentragdes de 10 e 40 mg/dL houve mudangas significativas, sendo
que, na concentragdo de 5 mg/dL, tanto nos parametros de ureia quanto no de creatinina,
ndo houve relevante alteragdo. Conclusao: Conclui-se que a vitamina C, quando
presente nas amostras biolégicas de soro na concentragdo minima de 10mg/dL, é
responsavel por promover interagdées com os constituintes dos testes nos parametros
de ureia e creatinina plasmatica. No presente trabalho, o tema abordado traz de fato
uma relevante posicéo em nivel de informagéo para que os analistas clinicos se policiem
mais nas analises e liberagdo dos laudos laboratoriais.
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INTRODUCAO

O acido ascoérbico participa diretamente das reacdes
de reducéo no interior do organismo humano. A absorgao
da vitamina C é realizada nas porgdes distais do intestino
delgado, que sdo o ileo e o jejuno. Existe um limiar de
absorcédo do acido ascérbico apresentado pelo intestino,
que é de aproximadamente 1.200 mg/dia,’ bem como
outras fungdes muito importantes para o funcionamento
biolégico ideal do organismo, que sédo: atuagao na sintese
de colageno, epinefrina, corticosteroides, acido biliar e,
ainda, acelera a absorgao de ferro e inativa radicais livres.®?®

A interferéncia de diversas substancias nas analises
clinicas vem admitindo um importante papel na rotina
laboratorial interferindo em ensaios e modificando o diag-
nostico de diversos parametros laboratoriais, como o de
glicemia, lipidograma, acido urico, ureia e creatinina. A vi-

tamina C apresenta um elevado potencial 6xido-redutor,
podendo interagir em algumas das fases das reagées qui-
micas com alguns elementos dos reagentes utilizados para
a determinacdo dos mais diversos parametros bioqui-
micos.G4

Existem dois tipos de interferéncias que podem ocor-
rer no momento da analise, que séo classificadas como:
interferéncia in vitro, assim descrita como interferéncia
que ocorre fora de um sistema vivo e interferéncia in vivo,
descrita como interferéncia que ocorre no interior do préprio
sistema vivo. Pode acontecer ainda ambos os mecanis-
mos simultaneamente.®

As determinagdes dos parametros laboratoriais
bioquimicos de ureia e creatinina tém importante papel
na avaliacdo da fungao renal. Muitos avangos na area da
medicina laboratorial foram operados em relagéo as fer-
ramentas utilizadas desde a primeira dosagem de
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creatinina feita por Jaffé em 1886.% Com a degradacgéo
de proteinas pelo organismo, o principal metabolito
gerado é a ureia. Cerca de 90% dessa ureia é excretada
pelos rins, sendo o excedente liberado através do trato
gastrointestinal e pela pele.(

A creatinina € um metabdlito originado da degrada-
¢éo da creatina encontrada principalmente nos musculos
esqueléticos. A partir do uso da creatina pelos musculos, o
que acontece é uma transformacédo da creatina em
creatinina. Toda a creatinina produzida pelo organismo é
eliminada pelos rins. Uma vez que a creatinina é filtrada e o
excesso nao é eliminado, o organismo trata de reabsorver
para posterior excregéo. E por esse motivo que a dosagem
de creatinina torna-se um importante parametro laboratorial
bioquimico na avaliagdo da funcéo renal e é de suma
importancia que essa dosagem venha associada com a
dosagem de ureia.®

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e local de execucao dos

testes

Tratou-se de um estudo experimental, realizado
no Laboratério de Bioquimica do Centro Universitario
Doutor Ledo Sampaio, localizado na cidade de Juazeiro
do Norte - CE.

Obtencao da vitamina e amostras bioldgicas

A vitamina C (acido ascérbico) foi fornecida pela far-
macia de manipulacdo Magistral, localizada na cidade de
Juazeiro do Norte-CE. As amostras biolégicas (soro) foram
fornecidas pelo Laboratério de Andlises Clinicas da Clinica
Escola do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. Para
execucgao dos testes foi utilizado soro de pacientes com
valores de referéncia normais para os analitos (ureia e
creatinina) a fim de preparar um pool/ de soro normal
(500 pL de cada soro), totalizando 2 mL cada pool. Os
critérios de rejeicéo para amostras de soro foram: presenca
de lipemia, hemolise e volume inferior a 500 pL.

Execucdo dos testes enzimaticos

Inicialmente foram preparados os pools utilizando-
se 500 pL do soro de cada paciente, sendo empregadas
quatro amostras em cada pool, obtendo-se um volume
final de 2 mL e, ao final da produgdo dos pools, foram
utilizadas amostras de soro de 12 pacientes. Em seguida
foram adicionados a cada pool/ de soro concentragdes
crescentes da vitamina C obtendo-se uma concentragéo
final de 5, 10 e 40 mg/dL.® As determinagdes dos analitos
bioquimicos foram feitas na primeira hora apés a adigéao
da vitamina, em ftriplicata, pelo método enzimatico
colorimétrico relativo a cada enzima e seguindo as
instrucdes do fabricante (Labtest®).
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média + des-
vio padréo (DP) e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguindo-se do teste de Tukey, utilizando-se o
programa GraphPad Prism 3.0. As diferengas foram con-
sideradas significativas quando os valores de p < 0,05.

Aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesqui-
sa do Centro Universitario Ledo Sampaio com nimero de
parecer 1.529.730 em total obediéncia ao disposto na Re-
solugéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude. As in-
formacgdes dos pacientes foram mantidas em sigilo para
preservacéao da integridade dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 01 e 02 mostram o grau de interferéncia do
acido ascoérbico nos parametros bioquimicos de ureia e
creatinina plasmatica.

Tabela 01 - Ureia sérica (mg/dL + desvio padrdo) determinadas
apds 1 hora da adigao da vitamina C nos pools de soro

5 mg/dL 10 mg/dL 40 mg/dL
Controle 23,140,332 21,6+0,5° 243+0,72
Ureia 2434222 33,6£2,3° 65,5+1,9°

Controle: Soro sem adigao da vitamina C. Médias dos tratamentos (1 hora apés
a adigdo da vitamina C) seguidas de mesma letra, na linha e coluna, ndo
diferem significativamente entre si (n = 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Médias
dos tratamentos seguidas de letras diferentes, na linha e na coluna, diferem
significativamente quando comparados entre si e seus respectivos controles
(n= 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Os resultados sao expressos como média da
concentragdo do analito + desvio padrao (mg/dL)

Tabela 02 - Creatinina sérica (mg/dL + desvio padrdo)
determinadas apés 1 hora da adicdo da vitamina C nos pools de
Soro

5 mg/dL 10 mg/dL 40 mg/dL
Controle 0,45+0,022 0,39+0,022 0,49+0,022
Creatinina 0,51+0,032 1,17+0,03° 6,4+0,16°

Controle: Soro sem adigédo da vitamina C. Médias dos tratamentos (1 hora apos
a adigdo da vitamina C) seguidas de mesma letra, na linha e coluna, nao
diferem significativamente entre si (n = 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Médias
dos tratamentos seguidas de letras diferentes, na linha e na coluna, diferem
significativamente quando comparados entre si e seus respectivos controles
(n=3, p <0,05 - Teste de Tukey). Os resultados sdo expressos como média da
concentragédo do analito + desvio padrao (mg/dL)

Na analise dos testes foi verificado que, ao se adicio-
nar a vitamina C nos pools de soro nas trés distintas con-
centracdes, uma hora ap6s a adigcéo, na avaliagédo da ureia
notou-se uma consideravel alteracéo nas concentracdes
de 10 mg/dL, onde o controle apresentava um valor de
21,6 mg/dL, e ap6s a adigéo da vitamina C passou para
33,6 mg/dL, expressando um aumento percentual de 55,5%,
e, na concentracédo de 40 mg/dL, onde o controle apresen-
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tava valor de 24,3 mg/dL, apés a adi¢édo da vitamina C pas-
sou para 65,5 mg/dL, expressando um aumento percentual
de 169,5%.

Na avaliagdo da creatinina plasmatica também fo-
ram confirmadas alteragdes significativas nas concentra-
¢des de 10 mg/dL, onde o controle apresentava um valor
de 0,39 mg/dL, e, apés a adigédo do acido ascorbico pas-
sou para 1,17 mg/dL, expressando um percentual de au-
mento de 200%; e, na concentracdo de 40 mg/dL, onde
o controle apresentava valor de 0,49 mg/dL, ap6s a adicao
da vitamina C passou para 6,4 mg/dL, expressando um
percentual de aumento de 1.206%. Tanto nos parametros
de ureia quanto nos de creatinina plasmatica, nos testes
realizados com a adigdo de 5 mg/dL de vitamina C nao
foram observadas alteragdes significativas.

A determinacgéo da ureia em amostras biol6gicas de
soro tem papel relevante na avaliagdo da funcéo renal as-
sim como a determinagéo de creatinina. A quantificacéo do
metabolito pelo método da urease UV segue o seguinte prin-
cipio: a ureia é hidrolisada pela enzima urease onde sao
produzidos amdnia e dioxido de carbono. A aménia reage
com 2 cetoglutarato e NADH numa reacgéo catalisada pela
enzima glutamato desidrogenase, ocorrendo oxidacao de
NADH a NAD. A conseguinte diminuicdo da absorbancia é
diretamente proporcional a concentragéo de ureia presente
na amostra.('”? Na determinacdo da creatinina, baseada
na reacao de Jaffé, segue-se o seguinte principio: a
creatinina participa de uma reagé@o com o picrato alcalino,
formando um complexo de coloracdo avermelhada que
tem o grau de absorbancia quantificado fotometricamente
e é diretamente proporcional a quantidade de creatinina
presente na amostra.!")

Existem diversas substancias que provocam interfe-
réncias tanto no parametro in vivo como in vitro e uma
delas sé@o os farmacos. Vale ressaltar que a vitamina C é
considerada por muitos autores como um medicamento.
Varios medicamentos podem promover alteragdes clinico-
laboratoriais, como é o caso da anfotericina B, que € um
farmaco utilizado no tratamento de pacientes com infec-
¢bes fungicas progressivas potencialmente graves. Esse
medicamento é responsavel por causar interferéncia in
vivo nos parametros de creatinina plasmatica e ureia,
aumentando seus indices, sendo que o mecanismo de
acao responsavel pela alteragéo é a nefrotoxicidade.

Outro medicamento que causa uma tanto interfe-
réncia analitica (in vitro) quanto interferéncia fisiol6gica
(in vivo) de falso aumento dos indices da ureia e da
creatinina plasmatica é o aciclovir. Esse farmaco é
utilizado no tratamento de infeccées agudas causadas
por virus da familia herpesviridae, sendo a insuficiéncia
renal reversivel pelo mecanismo de acéo relacionado
com a interferéncia in vivo, e na interferéncia in vitro o
mecanismo de ac¢do ainda néo foi ainda esclarecido.('?
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O acido ascorbico apresenta uma elevada atividade
redutora e é provavel que essa redugao nos compostos or-
ganicos possa ser o esclarecimento para as devidas alte-
ragdes observadas nos testes. Quando presente em amos-
tras biolégicas de soro, o acido ascérbico é capaz de
interagir com alguns elementos dos reagentes utilizados para
a determinacdo dos parametros de ureia e creatinina
plasmatica, assim como em outros parametros bioqui-
micos, como: glicemia plasmatica e acido urico. Portanto,
essa interferéncia analitica pode promover uma liberagao
errdnea de laudos laboratoriais pelos analistas clinicos res-
ponsaveis.®

De acordo com Martinello e Silva,® em suas anali-
ses in vitro, o que ocorre é que a atividade redutora da
vitamina C promove uma suposta interagcdo com os ele-
mentos do teste, porém, ndo esta bem esclarecido sobre
qual enzima sofre a devida interacdo no momento exato
das reacées. E importante ressaltar que, no trabalho dos
autores citados anteriormente, foi utilizada a vitamina C
na forma de comprimidos efervescentes (nas analises in
vivo) e em gotas (nas analises in vitro), e no presente
estudo utilizou-se o acido ascérbico devidamente
purificado. Os autores Martinello e Silva® nao avaliaram
os parametros de ureia e creatinina, e sim acido urico,
bilirrubina, colesterol total, glicose e triglicerideos. O que
h& de semelhante no trabalho dos autores anteriormente
citados e o presente trabalho é que a atividade redutora
do acido ascérbico tenha sido o fator principal na interacao
com as enzimas dos testes, fazendo assim com que ocorra
uma diminuicdo ou aumento nos parametros bioquimicos
avaliados.

Segundo Antenor et al.,!"® as interferéncias in vitro cau-
sadas pelo acido ascérbico foram significativas quando foi
utilizada a concentracédo de 10 mg/dL tanto na avaliagcédo da
ureia quanto na determinacéao da creatinina, porém os au-
tores nado avaliaram em concentragdes superiores a de
10 mg/dL. No entanto, nesse estudo, as metodologias
utilizadas para a determinagé@o da ureia foram a quanti-
ficada por Berthelot e pela urease UV, e na determinagéo
da creatinina plasmatica foram o método cinético e
creatinina enzimatica. As metodologias utilizadas no pre-
sente trabalho para a determinacéo da ureia e creatinina
foram respectivamente: Urease pelo método UV e Creatina
enzimatica baseada na reacédo de Jaffé.

Os resultados dos testes do presente estudo mostra-
ram que, aumentando a concentragcdo da vitamina C na
amostra de soro, foi notavel o aumento também da interfe-
réncia in vitro tanto nos parametros de ureia quanto de
creatinina plasmatica. De acordo com o procedimento ex-
perimental utilizado no presente trabalho, a quantidade mi-
nima de acido ascorbico suficiente no soro capaz de cau-
sar de fato interferéncia in vitro significativa foi a concentra-
¢éo de 10 mg/dL.
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CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nesse estudo
pode-se sugerir que a vitamina C, quando presente nas
amostras biolégicas de soro nas concentracdes citadas
anteriormente (minima de 10 mg/dL), é responsavel por
promover interagdes com os constituintes dos testes nos
parametros de ureia e creatinina plasmatica, porém os me-
canismos responsaveis pela devida alteragdo ndo foram
ainda esclarecidos.

O uso indiscriminado do acido ascérbico pela popula-
¢éo, induzida pelo fato de néo ser considerado um medi-
camento e também levando-se em conta que, para os
leigos, o uso abusivo da substancia ndo acarreta efeitos
colaterais, estd fazendo com que os profissionais respon-
saveis pela area fiquem atentos principalmente na fase pré-
analitica. No presente trabalho, o tema abordado traz de fato
uma relevante posicéo em nivel de informagéo para os ana-
listas clinicos prepararem seus pacientes direto ou indireta-
mente para coleta nas devidas condi¢gdes a fim da emissao
de laudos laboratoriais fidedignos.

Abstract

Objective: In line with this, the present work aimed to analyze the
possible in vitro modifications of serum urea and creatinine
biochemical parameters in blood serum samples from healthy
volunteers after the presence of high L-ascorbic acid concentrations
(5, 10 or 40 mg/dL). Methods: Ascorbic acid was added in vitro to
the human serum and the biochemical analytes were assayed up to
1 hour after addition. Serum urea levels were determined by urease
activity (UV and colorimetric assay) and serum creatinine levels
were analyzed by enzymatic creatinine concentration using
colorimetric assay and endpoint reaction. Results: Pool serum with
vitamin C at 10 and 40 mg/dL significantly increase the values of
determination of urea and creatinine when compared to pool serum
control. Together, it is possible to affirm that vitamin C at
concentrations equal or up to 10 mg/dL could promote chemical
interactions with components from urea or creatinine detection
colorimetric assays, leading to false-positive results. Conclusion:
In addition, this study provides important information for clinical
analysts to be more careful when performing exam procedures and
in releasing reports from patients who have ingested high
concentrations of vitamin C.
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