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A manutenção da taxa de glicose sangüínea tão próxima quanto possível dos níveis
normais tem sido amplamente aceita como um bom índice de acompanhamento, podendo
reduzir significativamente as seqüelas do diabetes. Medidas diárias múltiplas da glicemia
não são freqüentemente um caminho prático no controle do diabético, embora pudessem
ser consideradas como o melhor método de controle.

Durante a década de 70, diversas técnicas para a mensuração das hemoglobinas
glicadas tomaram-se acessíveis à grande maioria dos laboratórios'', fornecendo uma
indicação retrospectiva dos níveis de glicose sanguínea das últimas quatro semanas e têm
sido largamente adotadas como uma maneira usual deste mesmo controle diabético. A
maioria das técnicas tentam medir a HhAlc, originalmente descrita como a mais abundante
das frações glicadas da hemogobina que se encontram aumentadas nos diabéticos.

Durante a última década vários métodos foram desenvolvidos para mensurar outras
proteínas glicadas além da HhAlc, A descoberta de que outras proteínas séricas são glicadas
em caminhos análogos ao da hemoglobina despertou muito interesse quanto à sua aplicação
clínica. A albumina glicada tem sido indicada como um índice para o controle glicêmico
num tempo de duas, três semanas, um período menor do que o da hemoglobina glicada,
mas suficiente para ser adotada como controle28.

INTRODUÇÃO

Os métodos para a medida das proteínas .f.\1i-
cadas incluem afinidade cromatográfica ' 8,
espectrofotometria baseada na reação do ácido
tiobarbitúrico5 e cromatografia líquida de alta re-
solução (HPLC) de resíduos lisina glicados após
hidrólise das proteínas22. Cada um desses méto-
dos' é capaz de dar bons resultados em mãos ex-
perientes .. Contudo, com exceção do método da
afinidade cromatográfica os outros são muito
caros, exigindo aparelhagem especial, o que di-
ficulta sua utilização na rotina da maioria dos
laboratórios clínicos.

Em 1983 Johnson, Metcalf e Baker11 descreveram
um ensaio de frutosamina baseado na habilidade dos
resíduos cetoaminas glicados das proteínas séricas em
reduzir o corante azul de nitrotetrazólio (NBT). O
termo frutosamina se refere à estrutura do produto de

rearranjo da cetoamina (l-deoxi-l-E-llsll-albumina-
frutose) formada como o resultado da reação não
enzimática entre a glicose e o grupo E amino dos
resíduos lisina da albumina. A interferência de outras
substâncias redutoras do soro (glicoso e uratos) na
determinação das frutosaminas pode ser evitada man-
tendo o pH da reação, ao redor de 10,35.

A concentração da frutosamina reflete largamente
o nível da albumina glicada e só 20% da atividade
redutora se deve a outras proteínas séricas12.

A facilidade com que o ensaio da frutosamina pode
ser automatizado e a excelente precisão analítica dos
aparelhos atuais proporcionam um coeficiente de
variação de 5%, mostrando que o ensaio é um ótimo
monitoramento para os pacientes diabéticos 17. Apesar
destas vantagens, problemas surgidos com a calibração
e otimização das condições de reação têm limitado sua
aplicação em muitos laboratórios.
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Mais recentemente, têm sido estudados os efei-

tos da concentração protéica, que influem princi-
palmente na especificidade analítica, ocasionando
confusão na interpretação dos resultados. A falta
de consenso nas características importantes do
ensaio reduz a confiança nas avaliações clínicas
efetuadas e revela dificuldades quando compara-
mos concentrações de frutosamina obtidas em
centros diferentes.

O objetivo desta revisão é recomendar certos
procedimentos técnicos para evitar erros devido à
falta de conhecimento técnico. Não é nossa intenção
recomendar o uso de um ensaio de frutosamina
sérica em lugar de outro, mas sim analisar as diversas
etapas da reação:

1. Condições do ensaio
2. Calibração
3. Influência da concentração protéica

MECANISMO DE REAÇÃO

O mecanismo preciso pelo qual a proteína glicada
reduz o corante azul de nitrotetrazólio (NBT) em For-
mazana é muito discutido mas não totalmente eluci-
dado. Jones e cols.13 observaram que 47% da atividade
redutora da frutosamina seria ínibida pela adição da
enzima superóxido desmutase (uma enzima da fermen-
tação do lixo). Isto permite então propor um mecanismo
de reação com o estudo dos radicais livres inter-
mediários. A cetoamina que resulta da glicação das
proteínas existe em equilíbrio com seu tautômero
eneaminol. Tanto a cetoamina como o eneaminol são
capazes de reduzir o oxigênio molecular, formando
então um radical superóxido que por sua vez reduz o
NBT. A formação do radical superóxido implica numa
auto-oxidação simples de elétrons da cetoamina produ-
zindo um radical livre intermediário de proteína glicada.

Sakural e Tsuchiya20 propuseram recentemente
um mecanismo alternativo no qual a fórma enediol
da cetoamina é oxidada a radical alcoxi pelos íons
de metal pesado presentes como traços contaminan-
tes no tampão do ensaio. O radical alcoxi é então
capaz de produzir radicais superóxidos.

CONDIÇOES DA REAÇÃO

Das condições do ensaio depende a sensibilidade
da reação.

a) Temperatura
A reação entre a proteína glicada e NBT se realiza

mais facilmente em temperaturas elevadas e a tem-
peratura de eleição foi 40°C, devendo ser constante
durante todo o período da reação. A temperatura dos
banhos nos instrumentos utilizados na grande
maioria dos laboratórios clínicos oscila entre 25, 30
ou 37°C. Alguns autores! estudaram as diferenças
entre 37 e 40°C e a temperatura de 37°C parece ser a que
melhor se adapta ao ensaio.
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b) Comprimento de onda
Proteínas glicadas reduzem o corante NBT pro-

duzindo a formazana que liga-se preferencialmente
à albumina. O espectro de absorção da proteína
glicadaJ complexo corado reduzido parece ser dife-
rente de acor~o com a fonte de proteína glicada'".
Howeye cols. observaram detalhadamente o espectro
de absorção do NBT reduzido na presença de soro
humano e na ausência de detergente e encontraram o
comprimento de onda de máxima absorbância em 540
nm. A adição de detergente Triton X-100 18 ou uma
mistura de detergentes iônico e não iônico 24 muda as
características do espectro tanto na reação com soro
humano glicado/formazana como no DMF/for-
mazana (padrão primário) tornando-os idênticos.
Outros agentes calibra dores como dihidroxicetona 18
e polilisina glicada23 também formam produtos co-
rados com espectro de absorção muito similar ao do
soro humano-Formazam.

c) Reagente tampãql pH
Baker e Johnson descreveram um reagente tam-

ponado contendo 75mmoIlL de carbonato de sódio
mais 25 mmol/L de bicarbonato de sódio produzindo
um pH de 10,35 a 25°C. Aconselha-se calibrar-se os
pHmetros com calibradores comerciais (Hydrion pH
10 a 11 da Aldrich Chemical Co. Ltd. Gillingham
UK).

d) Concentração do NBT
A concentração do NBT no ensaio precisa ser

suficientemente alta para garantir uma linearidade
acima de no mínimo três vezes o limite máximo dos
valores normais.

e) Período de pré-incubação
O método original para determinação das

frutosaminas séricasll envolvia uma fase de pré-in-
cubação dos reagentes e soros por dez minutos, antes
da primeira leitura. Trabalhos recentesI6,19,21
sugerem uma diminuição deste período de incu-
bação.

j) Amostra/Proporção de reagentes
A diluição da amostra não deve exceder 1:103

embora a maioria dos trabalhos optem por diluições
entre 1:10 e 1:17,5.

CALIBRAÇÃO DO ENSAIO

A) Usando um padrão não sérico: l-deoxi-l-mor-
folino-D-frutose (DMF).

O DMF foi utilizado pela primeira vez como;adrão
no ensaio da frutosamina por Johnson e cols.' sendo
um composto sintético, quimicamente bem definido
como uma cetoamína de fácil preparação, devendo ser
dissolvido numa solução de albumina para prevenir
mudanças no espectro de absorção do composto colo-
rido final, o azul de tetrazólio. O uso deste tipo de
calibrador pode tomar-se um problema se a formulação
dos reagentes não incluir detergentes1,19,25. Uma
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forma encontrada por diversoso autores para a min-
imização desta interferência foi o uso do DMF di-
luído em um "pool" de soro human09,26.

Os precursores Baker e Johnsonl,12 recomendam
padrões de proteínas glicadas como calibradores
secundários para o ensaio, que podem diminuir mas
não eliminar as alterações no ensai08,14. O uso de
detergente na mistura de reação 18,24parece minimi-
zar os problemas relatados e também reduzir a
variação interlaboratorial.

Outros calibradores têm sido indicados e entre
eles a dihidroxicetona 18 e espera-se só um maior
número de publicações para que ele possa ser aceito.
Lever e col. 15publicaram alguns trabalhos prelimi-
nares com o uso de padrões de Elisina e valina. Farr
e cols.4 sugerem o uso de globulina purificadas
como material de referência. A concentração ideal
dos resíduos de aminoácidos glicados foi calculada
pela medida fluorimétrica do formaldeído liberado
da globulina glicada após oxidação com periodato''.

Schielcher e Wieland22 desenvolveram um
método específico para proteínas glicadas usando
cromatografia líquida de alta resolução (HPLG) para
medir furosina (E-N(2- furolimetil)-L- lisina), um
derivado da lisina glicada liberado das frutosaminas
após a hidrólise ácida, Este método tem sua apli-
cação limitada sendo usado mais para pesquisas.
Recentemente, os mesmos autores23 estudaram o
emprego de um polilisina glicada pela análise ele-
mentar do carbonol4. Estes resultados confirmam
aqueles obtidos com I;IPLG.

Efeito da concentração protéica. O resultado da
medida das proteínas séricas glicadas tem sido ex-
presso como % ou mmol da proteína total. A deter-
minação das frutosaminas séricas foi primeiro
descrita como uma medida simples da proteína
sérica glicada sem referência à proteína total.
Johnson e cols,1J,J2 e mais tarde Stalel7 afirmam
que dentro da faixa da concentração fisiológica da

albumina a relação de glicação protéica independe
da concentração da albumina porque a conformação
protéica das proteínas séricas é bem diferente da
forma carbonil reativa da glicose. Contudo um
número grande de estudos tem publicado corre-
lações estatísticas significativas entre as concen-
trações da albumina e frutosamina séricas dentro das
faixas de normalidade9,29, durante a gravidez30 e
durante o tratamento de pacientes diabéticos em
ceto-acidose26.

Outras substâncias podem causar interferências
no resultado final da concentração das frutosaminas
e entre elas têm sido estudadas: heparina (80 000
UVL), EDTA (5.5 g/L) , bilirrubina (428 umollL),
triglicerídeos (7.45 mmol/L), uratos (0.93
mmoLlL), ascorbato (0.57 mm.O-L) e cisteína (0.5
mmol/L) que podem produzir uma interferência
analítica de 0.1 a 0.3 mmol/L 2. Tanto a hipe-
ruricemia severa ( 0.93 mmol/L) quanto a hiper-
trigliceridemia (7.45 mmol/L) são conseqüências
metabólicas do descontrole do diabetes e uma incóg-
nita que o laboratório precisa levar em conta depen-
dendo da população diabética.

Siedel e cols. 18 empregaram uma variante técnica
acrescentando uricase (4U/L) que pode reduzir a
interferência dos uratos e uma mistura de detergen-
tes iônico e não-iônico (22g/L) que pode reduzir a
interferência dos triglicerídeos.

CONCLUSÃO

A especificidade do ensaio de frutosamina depende
de vários fatores que vão desde a concentração do NBT
até o tempo e temperatura de incubação do ensaio.
Todas as recomendações desta revisão foram coletadas
de trabalhos publicados nos últimos dez anos e pro-
curam alertar os pesquisadores para os problemas téc-
nicos que possam enfrentar nos laboratórios.
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