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TN resumo

Mucoproteina A quantificacdo sérica da alfa-1-glicoproteina (GPA) acida é Gtil no diagnéstico e no acompa-
Orosomucside nhamento dos processos agudos resultantes de multiplas causas. Esta proteina também pode
Nfa-1-glcoprteina dcida ser estimada pela quantificacdo da mucoproteina (Muco), ensaio que reflete as glicoproteinas
com elevado teor de aclcar, entre as quais a GPA é majoritaria. O objetivo deste trabalho é
verificar a correlacdo e a performance analitica das determinacdes de mucoproteina (Muco) e
alfa-1-glicoproteina acida (GPA), propondo uma equacéo de regressdo linear. Amostras de
soros de 540 pacientes, com idades entre 10 e 79 anos (média de 34,6), predominando
mulheres (71,3%), foram analisadas simultaneamente para Muco (Winzler, manual com
reagentes préprios) e GPA (imunoturbidimetria automatizada, Roche; Cobas mira). A anélise
de regressao, fixando a Muco como variavel dependente, apresentou Muco (mg/dl em
tirosina) = 0,031 x GPA (mg/dl) + 0,8 (r=0,91); e, fixando o intercepto em zero, Muco =
0,039 x GPA (r=0,98). A imprecisdo interensaio foi de 23,4% e 5,2% (coeficiente de
variacdo), respectivamente, para Muco e GPA. Conclusdo: a elevada variabilidade analitica da
quantificacdo da mucoproteina pelo método de Winzler recomenda que este ensaio seja
substituido pela dosagem da alfa-1-glicoproteina écida. Quando necessério, recomendamos
estimar a mucoproteina, quantificando a alfa-1-glicoproteina acida com ensaios de mesmo

desempenho que o do utilizado neste trabalho, e usar a equacéo de regressao AGP (mg/dl) x
0,039 = Muco (mg/dl em tirosina).

abstract IFSF T

The alpha-1-acid glycoprotein (AGP, orosomucoid) serum measurement is useful in the diagnosis | Mucoprotein
and management of acute processes of multiple causes. This protein can also be estimated by
measuring the mucoprotein (Muco) that reflects the serum glycoproteins with high levels of
sugars, in which than AGP is the principal component. The analytical performance between Muco | Alpha-1-acid glycoprotein
and AGP was analyzed and a linear regression equation was proposed in this study. Samples from

Orosomucoid

540 patients between the ages of 10 and 79 years, averaged 34.6, being most of then women
(71.3%), were analyzed simultaneously for Muco (Winzler manual procedure with in house
reagents) and AGP (immunoturbidimetry, Roche, automated in Cobas mira). The regression

equation considering Muco as a dependent variable showed: Muco (mg/dL Tyrosine) = 0.031 x
GPA (mg/dL) + 0.8 (r = 0.91), and fixing the intercept to zero showed Muco = 0.039 x GPA

(r=10.98). In the imprecision studies (inter-run, coefficient of variation) 23.4% and 5.2% were

found for Muco and AGP, respectively. Conclusion: the determination of serum mucoprotein is a

highly imprecise assay that must be substituted by alpha-1-acid glycoprotein measurement. When
necessary, we recommend the estimate of mucoprotein values, measuring AGP, with assays with
same performances as we did in this paper, and using the regression equation AGP (mg/dL) x
0.039 = Muco (mg/dL in Tyrosine).

500 ‘16748 'd ‘g U 'gE "A ‘Olouer op Oy

(o]
~3

|eliojeloqe euloipaly @ eibojojed ap oJid|iselg [eulof

1. Professor do Departamento de
Patologia Médica, Universidade
Federal do Parana (UFPR).

2. Farmacéutico-bioguimico do
Laboratrio Frischmann Aisengart,
Curitiba-PR.

3. Farmacéutico-bioquimico do
Laboratrio do Hospital de
Clinicas, UFPR.

Trabalho apresentado nas formas
de resumo e pdster durante o 34°
Congresso da Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica, realizado em
Floriandpolis, no ano 2000.




Rio de Janeiro, v. 38, n. 2, 2002

[0
(o 0]

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Mucoproteina versus alfa-1-glicoproteina acida

Introducéo

Picheth et al.
Fases Processo Agentes
O processo inflamatério agudo, decorrente de infec-
¢Oes, danos teciduais ou proveniente de outros estimulos, Precipitagao com 4cido
induz o aumento da concentracéo de vérias proteinas séricas, | 1. Separacéo | perclérico 0,67M

designadas como “proteinas de fase aguda” (1, 4). A
quantificacdo destes marcadores no soro pode ser Util na
deteccdo do processo agudo, bem como no seu monito-
ramento (2, 8, 12).

Uma fracdo das glicoproteinas séricas, ricas em polis-
sacarideos acidos, foi designada por Winzler et al., no ini-
cio dos anos 50, como “mucoproteina”, sendo uma das
primeiras fracdes a serem isoladas e relacionadas como
proteinas de fase aguda (3, 18). A denominagdo deriva da
caracteristica viscosa ou “limosa” (mucdide, do grego myxa
= viscoso) apresentada por esta proteina durante seu pro-
cesso de purificacdo (18) e justifica também o nome
“seromucéide” dado a esta fracéo (5). O préprio Winzler
recomenda substituir a designacdo “mucoproteina sérica”
por “seromucéide”. A elevada concentracdo de carboi-
dratos, com proporcdes marcantes de acglcares acidos,
confere a fracdo mucoproteina uma resisténcia maior a
desnaturacdo por acidos, caracteristica utilizada no
processo de separacdo desta fracdo das demais proteinas
do soro.

Winzler (17), na metade dos anos 50, desenvolveu um
procedimento que se tornou amplamente utilizado para a
quantificacdo da mucoproteina. Este método baseia-se na
separacao da mucoproteina por precipitacdo seletiva com
acido percldrico e posterior quantificacéo colorimétrica ba-
seada no teor de tirosina presente na fracdo isolada. As
fases deste procedimento analitico, na esséncia idéntico
ao realizado nos laboratérios clinicos atuais, estdo
sumarizadas na Figura 1. A compreensao deste principio
analitico é importante na avaliacdo da qualidade e da
confiabilidade dos resultados obtidos com esta técnica.

A alfa-1-glicoproteina écida (GPA) é constituida de 181
residuos de aminoéacidos e apresenta massa molecular de
aproximadamente 41kDa a 43kDa. Cerca de 45% deste
peso sdo devidos a carboidratos, com hexose, hexosamina
e acido sialico presentes em iguais proporcdes (3, 4). Esta
proteina, também conhecida como “orosomucdide”, é o
componente quantitativamente mais importante da fra-
¢do mucoproteina presente no soro (3, 5), sendo a por-
cédo carboidrato da molécula relacionada a processos de
modulacdo do sistema imune (14). Os procedimentos
analiticos em maior uso para a quantificacdo da GPA séo a
turbidimetria e a nefelometria, automatizadas, realizadas

Precipitacdo com acido
fosfotlingstico

| 2. Processamento |

v

Alcalinizacao do meio
reagente para evidenciar
tirosina

| 3. Colorimetria |

Produto colorido
Espectrofotometria

Figura 1 - Fases do procedimento analitico para quantificacdo das mucoproteinas
pelo método de Winzler (10, 11)

na presenca de anticorpos especificos (2, 4). As excelen-
tes reprodutibilidade e confiabilidade destes procedimen-
tos os tém recomendado para substituir a determinacdo
da mucoproteina (7, 16).

Neste trabalho, estudamos a precisdo analitica das
determina¢des de mucoproteina e alfa-1-glicoproteina
acida e, através de analises de regressdo linear, propomos
equacOes para estimar a mucoproteina através da quanti-
ficacdo da alfa-1-glicoproteina acida.

Materiais e métodos

Amostra

Soros de 540 pacientes com idades entre 10 e 79 anos
(média de 34,6), predominando mulheres (71,3%), foram
analisados simultaneamente para mucoproteina (média e
desvio padrdo de 3,74 £ 1,21 e amplitude de variacdo de
1,33mg/dl a 9,8mg/dl em tirosina) e alfa-1-glicoproteina
acida (média e desvio padréo de 93,2 £ 34,3 e amplitude de
variacdo de 38,5mg/dl a 264mg/d|).

Procedimentos analiticos

A mucoproteina foi quantificada pelo método de
Winzler, com reagentes préprios, conforme descrito em
Moura et al. (10) e Nogueira et al. (11), sendo os resulta-
dos expressos em mg/dl em tirosina. A alfa-1-glicoproteina
acida foi quantificada por imunoturbidimetria utilizando
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reagentes, calibradores e controles Roche, em sistema
automatizado Cobas mira (Roche), com resultados expres-
sos em mg/dl.

Imprecisao interensaio

Um pool de soros, isento de hemdlise, lipemia e icteri-
cia, foi distribuido em aliquotas e mantido em freezer
(- 20°C). Aliquotas descongeladas apenas uma vez foram
ensaiadas para mucoproteina (Muco) e alfa-1-glicoproteina
acida durante 15 dias, dentro da rotina.

Procedimentos estatisticos

Analises estatisticas de correlacdo e regresséo linear
foram realizadas com o programa Statistica 5.0 para
Windows, Statsoft (15).

Resultados

Os resultados da impreciséo analitica encontram-se na
Tabela.

As Figuras 2 e 3 mostram as analises de regressao line-
ar obtidas com a amostra em estudo, respectivamente,
com intercepto e quando este é forcado a zero. A muco-
proteina foi considerada variavel-dependente. O coefici-
ente de correlacdo foi 2 0,91 (p < 0,00001) para as duas
analises.

A quantificacdo da mucoproteina sérica (muco) pelo
método de Winzler ndo é citada em publicacdes interna-
cionais ha mais de duas décadas, tendo sido substituida
amplamente pela quantificacdo da alfa-1-glicoproteina
acida (GPA) em paises de primeiro mundo.

O custo expressivamente menor dos reagentes por
teste para a determinacdo da Muco (cerca de R$ 0,45 -
Bioclin, Labtest), em comparagdo com o custo da dosa-
gem da GPA (entre R$ 0,80 e R$ 6,25 - Ames, Aptec,
Bioclin, Roche), possivelmente contribui para a manuten-
cdo da Muco na rotina laboratorial.

Diversas fontes de possivel variacdo analitica estdo re-
lacionadas a determinacdo da Muco pelo método em es-
tudo, as quais podem ser alocadas conforme a fase do
procedimento metodoldgico (Figura 1). Na fase de sepa-
racdo, o processo é temperatura-dependente, sendo criti-
cas a concentracdo do acido percldrico e sua adicdo lenta
e sob agitacdo a amostra de soro. Na fase de proces-

Mucoproteina versus alfa-1-glicoproteina dcida

Imprecisao interensaio para muco-

proteina (Muco) e alfa-1-glicopro-
Tabela [GUEEGGEN(GLY

N=15 Muco GPA
(mg/dl em tirosina) (mg/dl)
Média 2,95 79,5
Desvio padrdo 0,69 4,13
CV (%) 23,4 5,2

mucoproteina = 0,031 x GPA + 0,8
10 .= 0,91

Mucoproteina (mg/dl em tirosina)
»

50 100 150 200 250

alfa-1-glicoproteina acida (mg/dl) [GPA]

Figura 2 - Andlise de regressdo linear entre alfa-1-glicoproteina dcida (GPA) e
mucoproteina expressa em tirosina. O coeficiente de correlagto (r) e a equagéo de
regressdo encontram-se em destaque

12
mucoproteina = 0,039 x GPA

1047 0,98 . -

50 100 150 200 250
alfa-1-glicoproteina acida (mg/dl) [GPA]

Mucoproteina (mg/dl em tirosina)

Figura 3 - Andlise de regressdo linear entre alfa-1-glicoproteina dcida (GPA) e
mucoproteina expressa em tirosina quando o intercepto foi ajustado a zero. O
coeficiente de correlagéo (r) e a equagdo de regressio encontram-se em destaque

samento, a qualidade do papel de filtro utilizado é deter-
minante, bem como a concentracdo do écido fosfotin-
gstico e a forca de centrifugacao empregadas na precipi-
tacdo e sedimentacdo da mucoproteina. Na colorimetria,
o cromégeno é dependente do pH alcalino do meio e,
por conseguinte, da remogdo do acido utilizado na fase
anterior. As hidroxilas fenélicas dos residuos de tirosina
presentes no meio sdo responséveis pela geracdo do pro-
duto colorido, sendo que a prépria tirosina é utilizada no
sistema de calibracdo, por ndo existir um padrao de muco-
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proteina (10, 11). A metodologia descrita por Winzler,
portanto, propicia a introducédo de artefatos técnicos em
todas as etapas analiticas.

A quantificacdo da GPA utilizando anticorpos especifi-
cos esta disponivel para uso nos laboratérios clinicos ha
cerca de trés décadas, e varios laboratérios introduziram
este ensaio em suas rotinas em substituicdo a quantificacdo
da Muco. Entre as vantagens dessa metodologia, podem
ser citadas: especificidade, precisao e capacidade de
automacao do procedimento. Os reagentes comerciais
disponibilizam calibradores e controles, possibilitando re-
sultados confiaveis.

Os ensaios de imprecisdo (reprodutibilidade) descri-
tos na Tabela mostram que o coeficiente de variagao inter-
ensaio de Muco foi 4,5 vezes maior do que o obtido para
a determinacdo de GPA (23,4% e 5,2%, respectivamen-
te). Soros-controles comercializados pelo Programa de
Exceléncia de Laboratérios Médicos/Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica (PELM/SBPC) e pelo Programa Na-
cional de Controle de Qualidade/Sociedade Brasileira de
Anélises Clinicas (PNCQ/SBAC) reportam em suas bulas
valores de coeficiente de variacao superiores a 30% para
a determinacdo de Muco, em concordéancia com os va-
lores encontrados. Variabilidade analitica tdo elevada
quanto a observada na quantificacdo da Muco coloca
este ensaio como semiquantitativo, minimizando sua utili-
dade clinica, em especial quando comparada com a perfor-
mance da GPA. Marteau et al. (7) e Verme et al. (16) rela-
tam, respectivamente, valores de 4,25% e 6,6% de
coeficiente de variacdo interensaio para GPA em siste-
mas automatizados, semelhantes aos obtidos neste estu-
do (5,2%).

As andlises de regressao mostradas nas Figuras 2 e 3
resultaram nas equacdes: Muco (mg/dl em tirosina) =
0,031 x GPA (mg/dl) + 0,8; e, quando o intercepto foi
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ajustado a zero, Muco (mg/dl em tirosina) = 0,039 x GPA
(mg/dl), com coeficientes de correlacdo (r), respectiva-
mente, de 0,91 e 0,98. A elevada correlagado entre os en-
saios era esperada, uma vez que a GPA é o componente
majoritario da Muco. A equagéo de regressao permite es-
timar a Muco através da GPA, sendo que o inverso néo é
possivel, devido a alta variabilidade analitica da Muco, que,
se utilizada como discriminante, possibilitaria elevada in-
certeza na estimativa. Santos e Pereira (13) reportaram
28,7% de incompatibilidade entre os resultados de Muco
e GPA, apontando a susceptibilidade a erros analiticos na
determinacgdo de Muco como justificativa para o achado.

A equacao simplificada, com intercepto em zero,
Muco = 0,039 x GPA é semelhante a sugerida por Mitre (9),
o qual propde que a razdo GPA/Muco é aproximadamente
igual a 25, ou seja, multiplicar a GPA por 0,04 estima o
valor da Muco.

Em resumo, a variabilidade analitica elevada da quan-
tificacdo da mucoproteina pelo método de Winzler reco-
menda que este ensaio seja substituido pela dosagem da
alfa-1-glicoproteina acida. Em situacGes nas quais o labo-
ratorio seja compelido a liberar o resultado de muco-
proteina, ou necessite comparar resultados desta com os
de alfa-1-glicoproteina 4cida, recomendamos quantificar
a GPA e estimar a mucoproteina por uma das equagdes
de regressao apresentadas neste trabalho, em especial
0,039 x GPA = Muco, desde que o procedimento analitico
empregado na determinacdo da GPA apresente o0 mesmo
desempenho do método utilizado neste estudo.
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