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vitamina C 48 horas antes da coleta de sangue.

abstract

Background: Ascorbic acid, when present in biological samples, can produce a negative interference in several
biochemical tests that use redox indicator systems. Objectives: We evaluated the ascorbic acid interference on
serum biochemical tests in relation to the dose of vitamin C ingested and to the time of blood collection, and
compared these results with in vitro interference. Methods: Healthy volunteers (n =18) consumed increasing
and successive doses of vitamin C (0.25 to 4g/day) for one week. Biochemical analytes were measured before
and after each dose consumption. Serum samples were obtained 4, 12 and 24 h after vitamin C ingestion.
Ascorbic acid was added in vitro to the human serum and the biochemical analytes were assayed up to 24 h
after addition. Results and discussion: Serum ascorbic acid increased significantly after vitamin C ingestion,
inhibiting the assays for urate and total bilirubin up to 24 h after ingestion (p < 0,01). In contrast, the
ingested vitamin C did not interfere on the glucose, cholesterol, and triglycerides tests. In vitro ascorbic acid
inhibited the reactions for all studied tests, proportional to the ascorbic acid amount and inversely
proportional to the analyte concentrations. The urate test had in vitro interference only, whereas for bilirubin
there were in vitro and, mainly, in vivo interference. Conclusion: To avoid false-negative results of serum urate
and bilirubin we recommend the suspension of vitamin C intake at least 48 horas before blood collection.

Introducéo: O &cido ascérbico, quando presente em amostras biolégicas, pode interferir nos ensaios
laboratoriais que utilizam reacdes de oxidorreducéo. Objetivos: Estabelecer o grau de interferéncia do
acido ascorbico nas determinacdes bioquimicas séricas em relacdo a dose de vitamina C, ingerida e
ao tempo de coleta das amostras e comparar com o efeito interferente in vitro. Métodos: Voluntarios
saudaveis (n = 18) consumiram doses crescentes e sucessivas de 0,25 a 4g/dia de vitamina C durante
uma semana cada dose. As determinacdes bioquimicas de acido Urico, bilirrubina, colesterol total,
glicose e triglicerideos foram realizadas antes e 4, 12 e 24 horas apés a (ltima ingestdo de cada dose.
No estudo in vitro, concentragdes crescentes de acido ascérbico foram adicionadas ao soro humano e
os analitos foram determinados até 24 horas ap6s a adi¢do. Resultados e Discussao: Os niveis séricos
de écido ascérbico aumentaram significativamente apds a ingestdo da vitamina C, provocando
inibicdo nas determinacdes de acido Urico e bilirrubina total 4, 12 e 24 horas ap6s a ingestéo
(p<0,01). Em contrapartida, a ingestdo de vitamina C nao interferiu nas determinacdes de glicose,
colesterol e triglicerideos. O acido ascérbico inibiu in vitro as reagdes dos analitos estudados,
diretamente proporcional a concentragdo de éacido ascérbico e inversamente proporcional a
concentracao dos analitos. Para o acido Urico houve interferéncia analitica apenas, enquanto que
para a bilirrubina a interferéncia foi analitica e, principalmente, metabélica. Conclusao: Para evitar
resultados falso-negativos para acido Urico e bilirrubina sugerimos a suspenséo da ingestdo de
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Interferéncia do &cido ascorbico nas determinagdes de parametros bioquimicos séricos

Introducéo

A interferéncia de medicamentos em andlises clinicas
assume importante papel na rotina laboratorial por inter-
ferir nos ensaios e modificar o diagnéstico clinicolabora-
torial. Recentemente, tem sido observado um aumento
no consumo de suplementos vitaminicos, e o uso de altas
doses de vitamina C (4cido ascérbico), particularmente,
tornou-se um agravante para os analistas clinicos. O éci-
do ascérbico é facilmente absorvido e atinge niveis séricos
relativamente elevados (16, 17). Quando presente em
amostras bioldgicas, o dcido ascorbico, por ser um poten-
te agente redutor, pode, em alguma etapa quimica,
interagir com os constituintes dos reagentes analiticos uti-
lizados na determinacdo do parametro bioquimico, cau-
sando um falso resultado na andlise. Este fenémeno é co-
nhecido como interferéncia in vitro ou analitica do 4cido
ascorbico. No entanto o acido ascérbico pode, também,
induzir alteracdo de um parametro bioquimico através de
mecanismo fisiolégico, chamado interferéncia in vivo. Ou,
ainda, pode ocorrer interferéncia por ambos os mecanis-
mos, simultaneamente. A diferenciacdo do mecanismo de
interferéncia é de fundamental interesse para solucionar o
problema. O acido ascérbico € um conhecido interferen-
te nas reacdes bioquimicas que envolvem os sistemas in-
dicadores com oxidases e peroxidases, como a reacdo de
Trinder. Esta reacao é utilizada na quantificacdo de com-
ponentes séricos como glicose, colesterol, triglicerideos e
acido Urico. Além de inibir a reacdo de Trinder, o acido
ascorbico pode, também, interferir nas reacdes para a de-
terminacdo de bilirrubina, creatinina, fésforo, uréia e enzi-
mas aminotransferases, lactato desidrogenase e fosfatase
alcalina (2, 9, 17, 19, 26, 31).

Apesar de o efeito provocado pelo acido ascérbico ser
conhecido ha muito tempo, poucos estudos avaliaram a in-
terferéncia negativa em relagdo a dose de vitamina C ingerida
e ao tempo de coleta da amostra (27). Além disso, existem
recomendacdes dos fabricantes de reagentes no sentido de
que, para evitar a interferéncia quando ha suspeita da pre-
senca de acido ascérbico, a andlise deve ser repetida ap6s
60-90min de permanéncia da amostra em temperatura am-
biente. Entretanto sugerimos que este tempo pode ser de-
pendente da concentracdo do acido ascérbico na amostra.
Assim, os objetivos desse estudo foram estabelecer o grau de
interferéncia do acido ascérbico nas determinacdes bioqui-
micas séricas em relacado a dose de vitamina C ingerida e ao
tempo de coleta das amostras e comparar esta interferéncia
com o efeito in vitro apds a adicdo de acido ascorbico em
amostras de soro. Verificamos, ainda, o tempo necessério para
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a auto-oxidacdo do acido ascérbico e a consequiente dimi-
nuicdo da interferéncia.

Materiais e métodos

Materiais

A vitamina C, comercializada na forma de comprimi-
dos efervescentes ou em gotas (Redoxon®, Roche), foi ad-
quirida em farmécias. Os kits de reagentes foram gentil-
mente fornecidos por Labtest (Lagoa Santa, MG), Bioclin
(Belo Horizonte, MG), Celm (Barueri, SP), BioSystems (Bar-
celona, Espanha) e Biodiagnéstica (Pinhais, PR). O acido
ascorbico e o acido metafosforico foram obtidos da Merck
S.A. Os demais reagentes utilizados, acido sulfarico, 2,4-
dinitrofenil-hidrazina, tiouréia, sulfato de cobre e cloreto
de sodio, foram de marcas nacionais.

Protocolo experimental para estudo in vivo

Foram selecionados individuos saudaveis (n = 18), nao-
fumantes e que estavam de acordo com o protocolo experi-
mental aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
(n?068/2000). Os voluntérios consumiram diariamente, por
via oral, doses crescentes e sucessivas de 250, 500, 1.000,
2.000 e 4.000mg de vitamina C. Cada dose foi ingerida de
forma Gnica apds a Gltima refeicdo do dia durante sete dias
consecutivos e respeitando-se o intervalo de uma semana
entre cada uma. As amostras de sangue foram coletadas na
manha do oitavo dia, 12 horas apds a ingestdo da respectiva
dose de vitamina C e igual periodo de jejum. Apés a coleta
de sangue, os individuos ingeriram uma Ultima dose de vita-
mina C, juntamente com um leve desjejum, e amostras sub-
sequientes foram coletadas apds quatro e 24 horas. Durante
a ingestdo das doses inferiores a 2g foi evitado o consumo
de alimentos ricos em vitamina C. Os soros foram isolados
por centrifugacdo (750 x g, 15min) e as determinagdes bio-
quimicas foram realizadas imediatamente utilizando-se os
reagentes da Labtest Diagnéstica. Os resultados foram com-
parados com a média de trés valores obtidos em diferentes
semanas antes da suplementacdo com a vitamina C, apds
jejum de 4 e 12 horas (niveis basais de cada individuo).

Protocolo experimental para estudo in vitro

Quantidades crescentes de acido ascérbico (0,5 a
40mg/dl, concentracdo final) foram adicionadas ao pool
de soro. As determinacdes dos analitos bioquimicos fo-
ram realizadas na primeira hora apés a adicdo do acido
ascorbico e apds 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Durante este perio-
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do de tempo as amostras foram armazenadas a tempera-
tura ambiente e desprotegidas da luz. Ensaios adicionais
foram realizados deixando-se as amostras a 4°C.

Determinagdes dos analitos bioquimicos

As determinagGes dos analitos bioquimicos foram reali-
zadas segundo as instrucdes dos fabricantes (Labtest, Bioclin,
Celm, BioSystems e Biodiagnéstica), utilizando-se os seguin-
tes métodos: reacdo de Trinder para glicose (glicose oxidase),
colesterol total (colesterol oxidase), triglicerideos (lipase e
glicerol oxidase) e écido Urico (uricase). O écido Urico foi
também determinado pelo método UV; o fésforo, pelo
molibdénio; a uréia, pela uricase; a creatinina, pelo picrato
alcalino com duas leituras em diferentes pHs (Jaffé); e a
bilirrubina, por diazotagdo com o acido sulfanilico.

Determinagdo do acido ascorbico sérico

Os niveis de 4cido ascérbico nas amostras de soro ob-
tidas antes e apds a suplementacéo oral com a vitamina C
foram determinados imediatamente apds a coleta do san-
gue, utilizando-se o método espectrofotométrico da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (15).

Estabilidade do &acido ascérbico em amostras de soro

Ap6s adicdo do écido ascérbico em amostras de soro, o
mesmo foi determinado pelo método da 2,4-dinitrofenil-hidra-
zina (15) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa (HPLC-RF) (10), em diferentes periodos de tempo.

Analise estatistica

As diferencas entre os valores obtidos antes e apds a
suplementacdo com a vitamina C foram verificadas pela
analise de variancia (Anova) para medidas repetidas e teste
complementar de Tukey, utilizando-se os trés valores basais,
ou teste t pareado de Student considerando a média dos
trés valores basais. Foi realizada, também, a analise de re-
gressao linear (correlacdo de Pearson) entre os valores dos
analitos bioquimicos e os niveis de acido ascorbico séricos
e entre estes e a dose de vitamina C ingerida. Foi conside-
rado um nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados

Interferéncia do acido ascorbico na determinacéo
de parametros bioquimicos séricos in vivo

Para verificar a interferéncia causada pelo acido ascérbico
nos ensaios laboratoriais, segundo a dose de vitamina C

Interferéncia do acido ascorbico nas determinagdes de parametros bioguimicos séricos

ingerida e o tempo da coleta da amostra, foram realizadas
coletas de sangue 4, 12 e 24 horas apds o uso prolongado
de diferentes doses de vitamina C. A determinacdo dos
parametros bioquimicos em diferentes periodos de tempo
teve como finalidade observar o grau de interferéncia do acido
ascorbico em relacdo aos seus niveis plasmaticos, conside-
rando um pool corpéreo maximo obtido pela ingestdo de
vitamina C durante sete dias consecutivos.

AFigura 1 mostra os niveis de 4cido ascérbico encon-
trados no soro de individuos saudéveis antes e apds a
ingestdo das diferentes doses de vitamina C. A concentra-
¢do de acido ascorbico aumentou significativamente 4
horas ap6s a ingestdo de apenas 250mg de vitamina C
em relacdo aos valores basais (2,21 vs. 1,13mg/dl, respec-
tivamente, p < 0,05). Com a ingestdo de doses maiores
de vitamina C ocorreu aumento crescente nos niveis de
acido ascérbico sérico (r = 0,91; p < 0,01) (Figura 1B),
atingindo o maximo de 3,28 = 0,5mg/dl (0,21 =
0,03mmol/l) com a dose de 4g. A quantidade de acido
ascorbico presente no soro obtido 12 horas apés a ingestao
de 1, 2 e 4g de vitamina C foi significativamente maior do
que os niveis basais (p < 0,05), correlacionando-se, ainda,
com a dose ingerida (r = 0,98; p < 0,001). As amostras
obtidas 24 horas apés a ingestdo de 4g de vitamina C
apresentaram niveis de acido ascérbico 60% maiores do
que os basais (p < 0,05) (Figura 1A).

A Tabela 1 mostra os resultados dos analitos bioquimicos
em amostras de sangue coletadas antes e quatro horas de-
pois da ingestao de diferentes doses de vitamina C. As de-
terminacdes realizadas antes da ingestdo da vitamina C fo-
ram utilizadas como controles (niveis basais), e a média delas
foi considerada 100% para efetuar o calculo do percentual
de interferéncia negativa do acido ascérbico. A variagdo
bioldgica intra-individual encontrada para o 4cido Urico foi
de 5,1-6,5%, e para a bilirrubina foi de 5-18,4%.

Pode-se observar nas Tabelas 1 e 4 que os niveis séricos
de écido drico sofreram interferéncia crescente a medida
que os individuos consumiram doses maiores de vitamina
C. O percentual de interferéncia nas determinacdes de
acido drico diminuiu com o aumento do tempo de coleta
apo6s a Ultima dose ingerida. A analise de regressao mos-
trou uma relacdo positiva entre os niveis séricos de acido
ascorbico e a percentagem de interferéncia negativa na
reacao de acido Urico 4 horas ap6s a ingestéo de vitamina
C(r=0,75; p=0,05). Com a ingestdo da menor dose de
vitamina C (0,25g/d) houve diminuicdo de aproximada-
mente 18% nos valores de acido drico sérico (p < 0,01). A
interferéncia aumentou para 29, 44, 58 e 62% com a

€002 ‘v U ‘6€ A ‘olIdUE( Bp Oy

325

[elio1eI0gR T BUIDIPAIN B BIB0j01ed op OJls|iSeld [eulor



Rio de Janeiro, v. 39, n. 4, 2003

326

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Interferéncia do acido ascorbico nas determinages de parametros bioguimicos séricos

I
AT ] -2 k]

Acido ascorbico sérico (mg/dl)

0 025 05 1 2 4
Vitamina C ingerida (g/dia)

Acido ascdrbico sérico (mg/dl)

0 1 L 1 L 1 L 1 L 1

0 1 2 3 4
Vitamina C ingerida (g/dia)

) < 005; ** p <001; ***p < 0,001 comparado aos valores hasais (0g/d de vitamina C suplementar), teste t pareado de
Student, Os resultados sdo média = desvio padréo de 18 determinacdes. B) Correlagdo de Pearson dos niveis de &cido ascdrbico
sérico, 4 horas apds a ingestéo das vérias doses de vitamina C.

Figura 1 - Niveis séricos de dcido ascorbico apds a ingestdo de vitamina C.
A) Concentragdo sérica do dcido ascérbico determinada pelo método
espectrofotométrico da 2,4-dinitrofenil-hidrazina

ingestdo de 0,5, 1, 2 e 4g/d de vitamina C, respectiva-
mente. A determinacdo de écido Urico pelo método UV, o
qual néo forma peréxido de hidrogénio, néo sofreu inter-
feréncia significativa pela ingestdo prolongada de 4g/d
de vitamina C (Tabelas 1 e 2). Para o analito bilirrubina
total (Tabelas 1 a 4) observou-se uma diminuicédo signifi-
cativa de 34%, 27%, 28% e 27% 4 horas apds a ingestao
de 0,5, 1, 2 e 4g/d de vitamina C, respectivamente (p <
0,05), ndo havendo correlagao com a dose de vitamina C
ingerida (r=0,56; p = 0,25).
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A Tabela 2 mostra os resultados dos parametros
bioquimicos séricos obtidos de amostras coletadas 12 horas
apos a ingestdo de vitamina C. Ainda ocorreram interferén-
cias significativas nas determinagdes de acido drico, porém
em menor grau se comparadas com as interferéncias das
amostras obtidas ap6s 4 horas da ingestdo de vitamina C.
Niveis significativos de inibicdo na determinacdo de acido
Urico foram observados somente ap6és a ingestéo de doses =
1g/d de vitamina C (20-30%, p < 0,001) (Tabelas 2 e 4). Em
relac@o aos valores de bilirrubina, o nivel de interferéncia foi
semelhante ao de 4 horas, 20% a 28% (p < 0,001 e p< 0,05)
(Tabelas 2 e 4). Os niveis de triglicerideos diminuiram cerca
de 34% (p < 0,05) 12 horas apds a ingestdao de 4g/d de
vitamina C (Tabelas 2 e 4).

Os resultados obtidos 24 horas ap6s a suplementacdo
vitaminica estdo mostrados na Tabela 3. O grau de inter-
feréncia diminuiu sensivelmente em relacdo as amostras
coletadas 4 e 12 horas apés a ingestdo. No entanto ainda
foi possivel observar uma inibicao de 28% (p < 0,01) na
reacdo de 4cido Urico com as amostras coletadas apds a
ingestdo de 4g/d de vitamina C (Tabela 4).

Resultados semelhantes, em relacéo aos niveis de sig-
nificdncia, foram também obtidos pela andlise de variancia
(Anova) e pelo teste complementar de Tukey, utilizando-
se os trés valores basais como controles.

Interferéncia do acido ascorbico na determinagao
de parametros bioquimicos séricos in vitro

Os experimentos in vitro foram realizados com o obje-
tivo de comparar os niveis de interferéncia com aqueles
observados in vivo e verificar o tempo necessério para a
oxidagdo do acido ascérbico e a conseqtiente diminuicéo
da interferéncia. O acido ascérbico foi adicionado ao soro
em concentracdes semelhantes aquelas encontradas no
soro de voluntarios saudaveis ap6s a suplementacdo oral
com vitamina C. No entanto niveis séricos superiores aos
valores observados podem ser encontrados apés terapias
com megadoses de vitamina C injetavel. Assim, acido
ascérbico foi também adicionado ao soro para se obter as
concentracdes de 10 e 40mg/dI (concentracéo final).

As reacGes para creatinina, uréia e fosforo ndo sofreram
interferéncia, inclusive com a maior concentracdo de acido
ascorbico estudada (resultados ndo-mostrados). Os resulta-
dos das determinagdes bioquimicas séricas pelo método de
Trinder e da bilirrubina realizadas em pool de soro antes e
apds a adicdo das varias concentracdes de acido ascorbico
estdo demonstrados na Figura 2 e na Tabela 5. O efeito
interferente do acido ascérbico foi semelhante para os dife-
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Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 4 horas ap0s a ingestéo de

Tabela 1 ERIcWEYS

Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,25 0,5 1 2 4
Acido ascorbico 1,13 +0,3 2,21 £0,46* 2,32 +0,56* 2,48 +0,34** 3,07 +0,52*** 3,28 + 0,5***
(mg/dl)
Acido drico 45+16 3,6 1,4** 3,1 +1,1%** 2,5 +0,8** 1,9 £ 0,9%** 1,7 +0,9%*
(Trinder)
Acido trico UV 58 +2 ND ND ND ND 5+2,6

Bilirrubina total 0,67 = 0,19 0,68+0,18 043 +0,15** 0,48+0,13* 0,48+0,22* 0,49 =0,12**
Colesterol total ~ 155 = 16,3 164 + 36,2 163 = 19,3 168 + 31,5 162 + 35,7 170 = 26,6
Glicose 86 5,2 83 10,3 92 £ 10,2 88 = 11,2 84 +6,8 9359
Triglicérides 92 +34,5 98 = 35,1 82+9,6 101 +37,5 68 + 36,8 71277

Voluntérios saudaveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinagées dos analitos foram
realizadas 4 horas ap0s a ingestdo da Gltima dose de vitamina C.
*p < 0,05; *p < 0,01; ***p < 0,001, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C). ND = ndo-determinado.

Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 12 horas apds a ingestéo de

Tabela 2 ERUIEWIIELY
Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,25 0,5 1 2 4
Acido ascorbico 1,16 +0,28 1,64 0,75 1,79 + 0,64 1,92 +0,39* 2,14 +0,35*** 2,74 + 0,50***
(mg/dI)
Acido drico 4,1+1,53 43+1,22 41+1,32 33+£1,36** 3,0+1,36%** 2,8=+1,05%**
(Trinder)
Acido trico UV~ 4,7 £1,7 ND ND ND ND 45+1,6

Bilirrubina total 0,72 +0,2 0,71+0,11  0,55+0,28*** 0,55 +0,15*** 0,55 £ 0,2* 0,52 +0,18*
Colesterol total 158 + 16,8 165+ 32,1 168 £ 25,1 169 = 21,3 162 + 31,8 155 £ 20,2
Glicose 84 +6,2 93+11,8 86 = 15,1 78 £12,9 81+8,6 88 +9,8
Triglicérides 82 = 39,1 80 £ 35 88 £29,5 771 +22,8 62 £ 20,3 54 £ 19,7*

Voluntérios saudaveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinagées dos analitos foram
realizadas 12 horas apds a ingestdo da Ultima dose de vitamina C.
*p < 0,05; *p < 0,01; **p < 0,001, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C). ND = ndo-determinado.

Parametros bioquimicos séricos (mg/dl) determinados antes e 24 horas apds a ingestédo de

Tabela 3 ERIEWEES

Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,5 1 2 4
Acido ascorbico (mg/dl) 1,16 = 0,28 1,35 £ 0,25 1,1+0,24 1,61+04 1,88 = 0,42*
Acido drico (Trinder) 381,37 3,6 £1,59 34+1,32 325+1,35 2,712 +1,3**
Bilirrubina 0,65 +0,18 0,63 +0,15 0,72 £0,16 0,69 +0,23 0,58 + 0,24

Voluntarios saudéveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinacdes dos analitos foram
realizadas 24 horas apds a ingestdo da Gltima dose de vitamina C.
*p < 0,05; **p < 0,01, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C).
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Interferéncia negativa do acido ascorbico nas determinagfes bioquimicas

Tabela 4 ERCEERI=UER)
Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,5 1 2 4
4 horas
Acido Grico 17,8 + 7,1%* 28,9 = 10,7*** 44,4 + 14,2%* 57,8 = 27,2%** 62,2 = 30**
Bilirrubina 0 34,3 £ 13,2%* 26,9 = 10,3* 28,3 = 12,6* 27,2 = 14,7%*
12 horas
Acido drico 0 0 19,5 = 7,6%** 26,8 = 12,1*** 31,7 £ 11,8***
Bilirrubina ND 20,8 = 9,4%** 22,2 £ 5,7%** 23,6 = 8,3* 27,8 £9,4*
Triglicérides 0 0 7,45 £2,6 27,889 34,3 +12,2*
24 horas
Acido Urico ND ND 99+38 13,1 +5,2 28,4 = 13,4**
Bilirrubina ND ND 0 0 12,1+4.8
9 Os valores foram obtidos pelo célculo do percentual de interferéncia dos valores expressos nas Tabelas 1, 2 e 3, considerando controle a média de trés valores basais antes
Q da ingestdo da vitamina C.
~ *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, em comparagéo com o controle (teste t pareado de Student). ND = ndo-determinado.
5 Interferéncia negativa in vitro do acido ascorbico (% do controle) na determinagéo de
E LGS ERSl  colesterol total, glicose, triglicérides e bilirrubina
& Acido ascdrbico (mg/dl)*
5 10 40
) Tempo (h)  Colesterol
0 15,8 5,2 21,1 +4,6 69,9 +7,2
2 13,5+3,7 18,7 + 3,6 60,8 +5,5
) 4 10218 176 +3,1 56,8 + 6,8
g 6 6,5+2,7 10,8 +2,2 51,175
5 8 28=+11 9,8+29 445 + 4,1
3 24 ND 85=17 34,7+28
5 Glicose
2 0 115+27 18,6 +1,3 545+44
g 2 85=+11 16,7 +1,9 52,7 5,2
s 4 81=+18 152 +2,5 51,9 6,4
& 6 79+15 15,1 +1,8 475+55
o 8 78=+172 14,714 417 4,2
7 24 28=+04 6,0=+1,2 28919
e Triglicérides
£ 0 33,6 £5,2 60,6 = 3,3 97,7172
) 2 31,0+6,3 57,1+3.2 97,5+4,1
4 30,729 56,3 £2,5 96,3 £5,2
6 26,1+31 515+21 95,2 +4,6
8 15121 50,4 +18 940+31
24 106 £1,4 30,1+2,2 934 +21
Bilirrubina
0 94 =17 11,5+2,5 56,9 3,1
2 ND 89+18 54,8 +2,5
4 ND 7,6 0,7 532=+15
6 ND 6,315 528+18
8 ND 31=+09 51,6 +4,1
24 ND ND 40,3+2,1

Os ensaios foram realizados em diferentes periodos de tempo, utilizando-se os reagentes de Labtest, Bioclin, Biodiagndstica, Biosystems e Celm antes (controle) e apds a
adicdo do écido ascorbico ao soro. Os resultados das diferentes marcas de reagentes foram combinados e estédo expressos como média + desvio padrao de dois ou trés
ensaios realizados com cada varidvel em diferentes pools de soro. ND = nao-determinado. *Concentracao final.
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rentes reagentes das varias marcas comerciais estudadas. As-
sim os resultados estdo expressos como média = desvio pa-
drdo de duas ou trés determinacdes para cada variavel reali-
zada com os diferentes reagentes.

Os resultados mostraram que o acido ascérbico pro-
vocou inibicdo das reacdes de oxidase/peroxidase de to-
dos os analitos estudados. O grau de inibicdo foi direta-
mente proporcional a concentracdo de éacido ascérbico
adicionado as amostras. A reacdo para a determinacdo de
acido Urico foi a que mais sofreu interferéncia pelo acido
ascorbico, sequida pelos ensaios para triglicerideos,
colesterol total e glicose (Figura 2A). Com a concentra-
cdo de 5mg/dl de acido ascérbico na amostra, a reacao
para o écido Urico foi inibida em cerca de 84% contra
34%, 12% e 11% de interferéncia nas determinacdes de
triglicerideos, colesterol total e glicose, respectivamente
(Figura 2A). Esta diferenca de sensibilidade ao acido
ascorbico foi decorrente da quantidade do analito pre-
sente no sistema de reacdo, pois, a0 se normalizarem os
resultados em termos molares analito:acido ascorbico, ob-
servou-se que todos os ensaios apresentaram uma
estequiometria de 1:1 (Figura 2B). Por exemplo, a rela-
cdo molar analito:acido ascérbico de 0,5:1 resultou em
aproximadamente 50% de interferéncia negativa para
todos os ensaios. Assim, a interferéncia negativa foi pro-
porcional a quantidade de acido ascérbico e inversamen-
te proporcional a concentracao do analito presente no sis-
tema de reacdo. Para colesterol, glicose e triglicerideos
interferéncias significativas ocorreram apenas com as mais
altas concentracbes de acido ascorbico estudadas, 10 e
40mg/dI (Tabela 5).

O ensaio para a determinacdo da bilirrubina total nao
sofreu interferéncia significativa in vitro na presenca
de acido ascérbico inferior a 10mg/dl. Apenas quando
40mg/dl de 4cido ascérbico foram adicionados ao soro
ocorreu em média 57% de interferéncia negativa (Tabela
5). E interessante notar, porém, que os resultados dos es-
tudos in vivo, ap6s a ingestdo de vitamina C, demonstra-
ram haver interferéncia negativa no ensaio para bilirrubina
com concentracdes menores de acido ascérbico (Tabelas
1 a 4). Assim, para compararmos ambos os resultados, in
vivo e in vitro, os dados foram normalizados em termos
molares de 4cido ascérbico:bilirrubina e verificamos que a
interferéncia in vivo foi realmente maior que aquela in vitro
(Figura 3A). Para uma relagdao molar acido ascérbico:
bilirrubina de 3,4 a interferéncia na determinacao de
bilirrubina in vitro foi de aproximadamente 10% contra
cerca de 35% in vivo. Considerando também a possibili-
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dade de interferéncia do acido ascérbico no metabolismo
do acido urico, analise semelhante foi realizada com os
resultados dos niveis de interferéncia in vivo e in vitro. A
Figura 3B mostra que o grau de interferéncia do éacido
ascorbico foi semelhante nas duas situacdes, indicando
haver apenas interferéncia analitica.

Muitos fabricantes de reagentes preconizam em seus
manuais de instru¢do que, havendo suspeita da presenca
de acido ascorbico, os ensaios laboratoriais devem ser re-
petidos 60-90min apds repouso da amostra, para evitar o
efeito interferente do acido ascérbico. As determinagdes
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—w— Triglicérides I u
e
80 I
€ — I
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—w— Triglicérides
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Figura 2 - Interferéncia negativa do dcido ascdrbico in vitro na determinagtio de
dcido drico, colesterol, glicose e triglicérides pelo sistema oxidase/peroxidase. A) Acido
ascérbico foi adicionado ao soro (concentragdo final), e as determinagdes dos analitos
foram realizadas antes (controle) e 1-2 horas apds a adicéio. B) Os resultados foram
normalizados em termos molares de dcido ascdrbico:analitos. Os resultados sdo
média = desvio padréo dos ensaios realizados com os reagentes de Labtest, Bioclin,
Biodiagndstica, Biosystems e Celm (dois ou trés ensaios para cada analito)
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Interferéneia Negativa (%)

Invitro

Interferéneia Negativa (%)

[nvitro

Figura 3 - Interferéncia negativa do dcido ascdrbico na determinagéo de (A)
bilirrubina total e (B) dcido drico. Para efeito de comparagdo, os resultados obtidos

4 e 12 horas apds a ingestdo de vitamina C (Tabelas 1 e 2) e apés a adicdio de dcido
ascdrbico ao pool de soro (Tabela 5 e Figura 2) foram normalizados em termos
molares de dcido ascdrbico:analito

realizadas ap6s a adicdo do écido ascérbico demonstra-
ram que, dependendo da concentracdo deste na amos-
tra, ocorreram ainda importantes graus de interferéncia
apos 4, 6, 8 e 24 horas (Tabela 5 e Figura 4). Para a rea-
cdo do acido Grico na presenca de 5mg/dl de acido
ascorbico ocorreram ainda, em média, 38% de interfe-
réncia negativa apds 24 horas (Figura 4). Com 10 e 40mg/
dl de acido ascérbico a interferéncia na determinacéo de
acido Urico permaneceu praticamente inalterada e préxima
de 100%. Mesmo com pequenas concentracdes de acido
ascorbico adicionadas (concentracdo final de Tmg/dl) a in-

Interfergngj Negativa (9)

Figura 4 - Interferéncia negativa do dcido ascdrbico na determinagdo de dcido drico.
Acido ascérbico (concentragéio final) foi adicionado ao pool de soro e as determina-
¢les foram realizadas apés diferentes periodos de tempo. As amostras permaneceram
a temperatura ambiente. Os resultados sdo médias de duas ou trés determinagées
para cada varidvel realizada com os diferentes reagentes estudados, os quais utilizam

o sistema oxidase/peroxidase

terferéncia persistiu até 24 horas (Figura 4). Para os de-
mais analitos a interferéncia permaneceu até 24 horas so-
mente com 40mg/dl de acido ascérbico no soro (Tabela
5). Niveis de interferéncia maiores e por um longo perfo-
do de tempo foram observados quando as amostras per-
maneceram a 4°C, como, por exemplo, 42% de interfe-
réncia negativa para a reacdo do acido drico 24 horas apds
a adicdo de 5mg/dI de acido ascérbico. Apds a adicdo de
40mg/d|, a inibicdo da reacdo foi total durante o periodo
estudado de 72 horas. Para os demais analitos, 5mg/dl de
acido ascorbico provocaram interferéncia negativa por até
6 horas a 4°C.
Com base nesses resultados foi verificada, entdo, a
estabilidade do écido ascdrbico nas amostras de soro.
Determinamos os niveis de acido ascérbico apds dife-
rentes periodos de tempo, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e pelo método espectrofotométrico
da 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), o qual mede o con-
junto dos acidos ascérbico, deidroascérbico e
dicetoguldnico. A Figura 5 mostra a quantidade residual
de acido ascérbico apds a sua auto-oxidacdo em amos-
tras de soro contendo inicialmente de 0,5 a 40mg/dl de
acido ascoérbico. A meia-vida do &cido ascérbico nas
amostras de soro foi de aproximadamente 15 horas quan-
do avaliada por HPLC e 48 horas pelo método colori-
métrico da 2,4-DNPH (Figura 5).
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Figura 5 - Estabilidade do dcido ascérbico em soro. Quantidades crescentes de dcido
ascorbico (concentragdo final: 0,5 a 40mg/d) foram adicionadas em pool de soro e
as determinacdes foram realizadas pelo método espectrofotométrico da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (2,4-DNFH) e por HPLC-RF. Os niveis de dcido ascdrbico
quantificados na primeira hora apés a adigdo ao soro foram considerados controles.
Os resultados sdo média + desvio padrdo de duas determinagdes com diferentes pools
de soro para cada concentragdo

A existéncia de produtos de oxidagao do acido ascor-
bico com poder redutor (13) levou-nos a investigar o
efeito do 4cido deidroascérbico como primeiro produ-
to de oxidagao do acido ascérbido. Concentracdes cres-
centes de acido deidroascérbico, semelhantes aquelas
de acido ascérbico, foram adicionadas ao soro e as de-
terminagdes dos varios analitos bioquimicos foram rea-
lizadas. Os resultados demonstraram que o acido
deidroascérbico nao interferiu nas reacoes de Trinder
(dados nao-mostrados).

Discussao

O uso de tratamentos alternativos baseados na ingestao
de vitaminas tem aumentado significativamente o consu-
mo de vitamina C pela populagdo em geral. A vitamina C
tem sido indicada para pacientes com cancer (4-6) e
também com a finalidade de prevencdo de varias outras
doencas (7).

Os resultados desse estudo demonstraram que a vita-
mina C, em doses normalmente consumidas de forma
prolongada (uma semana) por pessoas saudaveis, interfe-
riu significativamente em alguns ensaios laboratoriais,
dependendo da dose ingerida e do tempo em que as
amostras de sangue foram coletadas ap6s o consumo da
vitamina.

A concentracéo de acido ascérbico sérico antes da suple-
mentacdo foi de 1 a 1,2mg/dI (Figura 1A), portanto dentro
dos valores de referéncia, que séo de 0,3 a 2mg/dl (15). Os
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niveis de acido ascérbico aumentaram cerca de duas ve-
zes (p < 0,05) 4 horas ap6s a ingestdo de pequena dose
de vitamina C (250mg) (Figura 1A). Este aumento do aci-
do ascdrbico foi suficiente para provocar uma inibicao de
17,8% (p < 0,01) na reacdo para a determinacao de acido
Urico sérico com base no sistema uricase/peroxidase (Ta-
belas 1 a 4). Podmore et al. (22) demonstraram um au-
mento de 60% nos niveis de acido ascorbico sérico apds a
ingestdo de 500mg/d de vitamina C. A concentracdo sérica
de acido ascoérbico aumentou significativamente com a
ingestdo de doses maiores de vitamina C (r = 0,91;
p <0,01) (Figura 1B), causando uma interferéncia negati-
va maxima de 62% na determinagao de acido Urico 4 horas
apods a ingestao de 4g/d de vitamina C (Tabela 4).

O tempo necessério para a eliminacédo plasmatica do
excesso de acido ascorbico e o retorno aos valores basais,
apods a interrupcdo da suplementacéo vitaminica, foi de-
pendente da dose ingerida (Figura TA). Assim, as doses
< 0,5g/d foram praticamente eliminadas nas primeiras 12
horas apés a ingestdo, enquanto que foram necessarias
24 horas para a completa eliminacdo do excesso obtido
com as doses de 1 e 2g/d e pelo menos 48 horas para a
dose de 4 g/d de vitamina C (Figura 1A). Conseqiente-
mente, o grau de inibicdo observado nos ensaios de 4cido
drico foi progressivamente menor nas amostras coletadas
12 e 24 horas ap6s a ingestdo de vitamina C, em compa-
racdo com as amostras de 4 horas (Tabela 4). Merece des-
taque o fato de a ingestdo de uma dose moderada de
vitamina C (1g/d) ter provocado interferéncia significati-
va na determinacdo de acido Urico em amostras de san-
gue coletadas 12 horas apés a ingestdo e no caso de
4g/d, inclusive, 24 horas ap6s (Tabelas 2 a 4).

As interferéncias observadas nas reacdes para a deter-
minacdo da bilirrubina total (diazotagéo) foram significa-
tivas nas amostras coletadas 4 e 12 horas ap6s a ingestao
de doses = 0,5g/d de vitamina C. No entanto o grau de
inibicdo ndo apresentou correlagdo com os niveis séricos
de écido ascorbico (r = 0,56; p > 0,05). Ou seja, os
percentuais de interferéncia foram semelhantes nas amos-
tras coletadas 4 e 12 horas apds a ingestdo de 0,5, 1, 2 ou
4g/d de vitamina C. Os niveis de triglicerideos diminui-
ram em média 22,7% 4 horas apds a ingestdo de 4g de
vitamina C, porém esta variagdo nao foi estatisticamente
significativa em nivel de 5% (Tabela 1) e também encon-
tra-se abaixo dos valores de variacdo biolégica preconiza-
dos por Marcovina et al. (14). No entanto, apds jejum de
12 horas, houve uma inibicdo significativa de 34%
(p < 0,05) apds a ingestdo de 4g de vitamina C, provavel-
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mente devido a menor quantidade de triglicerideos na
amostra (Tabelas 2 e 4).

E interessante notar que, mesmo com a maior dose
de vitamina C estudada (4g/d), ndo ocorreu interferén-
cia significativa nas reacdes para a determinagdo de
glicose e colesterol total (Tabelas 1 e 2). Utilizando con-
centracdes mais elevadas de éacido ascérbico em experi-
mentos in vitro, sem considerar, portanto, a meia-vida
bioldgica do éacido ascérbico, outros pesquisadores rela-
taram inibicdo significativa para a maioria dos ensaios
que utilizam reacdes de oxidorreducdo (9, 19, 20, 23,
34). Naturalmente, concentragdes elevadas de acido
ascorbico podem ser encontradas no soro de pacientes
que estdo recebendo tratamento com megadoses de vi-
tamina C. Badrick e Campbell (2) encontraram até
30mmol/l (528mg/dl) de acido ascérbico no plasma apés
a infusdo de 30g de ascorbato, e interferéncias analiticas
significativas em varios parametros bioquimicos séricos
foram relatadas por estes autores.

Os resultados das determinacdes realizadas apds a
adicdo do acido ascérbico in vitro mostraram que o ensaio
para a quantificacdo de éacido Urico apresentou a maior
interferéncia pelo 4cido ascérbico, sequida pelos ensaios
para triglicerideos, colesterol total, glicose e bilirrubina
(Figura 2 e Tabela 5). No entanto estes dltimos sofreram
interferéncia somente com as maiores doses de acido
ascorbico estudadas (10 e 40mg/dl). A creatinina,
determinada pelo método de Jaffé modificado (picrato
alcalino com duplo pH), a uréia (uricase) e o fésforo
(molibdénio) nao sofreram interferéncia, nem mesmo na
presenca de 40mg/dl de écido ascérbico (resultados néo-
mostrados). Em geral, esses dados confirmaram os
resultados de interferéncia observados apés a ingestéo de
vitamina C (Tabelas 1 a 4) (27) e também por outros
autores em estudos in vitro (4, 9, 19, 20, 23, 30, 34). No
entanto a interferéncia analitica observada para a reacdo
da bilirrubina total ap6s a adicdo do acido ascérbico in
vitro foi menor que aquela observada apés a ingestéo de
vitamina C por uma semana (Figura 3A). Esses resultados
sugerem que o uso prolongado de acido ascérbico
interferiu no metabolismo da bilirrubina. Ensaios adicionais
foram realizados determinando-se a bilirrubina total 2 e 4
horas apds a ingestao de uma Gnica dose de 4g de vitamina
C. Os resultados demonstraram que nesta situacéo o acido
ascérbico ndo provocou interferéncia negativa, confir-
mando, assim, a interferéncia in vivo. Até o momento,
apenas o efeito interferente in vitro do acido ascorbico na
reacdo para a determinacao da bilirrubina foi relatado (9,
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30). Uma possivel explicacédo para a interferéncia do acido
ascérbico no metabolismo da bilirrubina é o achado de
Yamaguchi et al. (33), o qual mostra que a suplementacao
com acido ascérbico diminuiu os niveis de RNA-m da
hemeoxigenase-1, enzima limitante da biossintese da
bilirrubina.

Os resultados das determinagdes do acido Urico apds
a suplementacao vitaminica realizadas pelo método UV, o
qual ndo se baseia no sistema oxidase/peroxidase e por
isso ndo sofre interferéncia do acido ascérbico, indicaram
que as variacdes nos niveis de acido Urico foram realmen-
te devidas a interferéncia analitica do acido ascérbico e
nao a bioldgica (Tabelas 1 e 2). Confirmacéo adicional foi
conseguida observando-se que o grau de interferéncia nas
determinacdes realizadas ap6s a ingestdo de vitamina C
foi semelhante aqueles obtidos apés a adicdo do acido
ascérbico in vitro (Figura 3B). No entanto, em relacdo a
interferéncia do acido ascérbico no metabolismo do aci-
do Urico, os estudos sdo controversos. Segundo Stein et
al. (28) e Wilson e Liedtke (32), a administracdo cronica
de vitamina C resultou em substancial uricostria e dimi-
nuicdo do acido Urico sérico. Recentemente, levantaram-
se as hipéteses de que o acido ascérbico pode ativar a
formacéo de glicocorticéides e de que estes reduzam os
niveis séricos de acido Grico (29). Por outro lado, a
suplementacdo com 4, 8 ou 12g de vitamina C por dia
nao alterou os niveis séricos ou a excrecao urinaria de aci-
do drico (16, 18, 24).

De acordo com o nosso protocolo experimental, a dose
de vitamina C ingerida e o tempo de consumo nao foram
suficientes para provocar alteracdes significativas nos ni-
veis de colesterol total (Tabela 1 e 2). A reacdo para trigli-
cerideos sofreu interferéncia analitica apenas 12 horas ap6s
a ingestdo de 4g/d de vitamina C (Tabela 2). Os estudos
in vitro confirmaram que a interferéncia nos ensaios des-
ses analitos ocorreu apenas quando grandes concentra-
¢des de acido ascérbico estavam presentes nas amostras
(Tabela 5 e Figura 2). Outros autores, utilizando doses de
vitamina C e periodos de consumo variados, tém demons-
trado interferéncias analiticas e biolégicas, porém de for-
ma inconsistente. Por exemplo, Badrick e Campbell (2)
observaram inibicao analitica nos ensaios de colesterol total
e triglicerideos apds a ingestdo de 5g/d de vitamina C. A
ingestao diaria de 0,5g de vitamina C por um periodo de
um més foi suficiente para acarretar significante reducao
nos niveis de colesterol total plasmatico, porém néo cau-
sou efeito nos triglicerideos (3). No entanto a suplementacéo
com 0,2 e 2g/d de vitamina C por seis semanas (1) ou a
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ingestdo de 4g/d de vitamina C por quatro meses (16)
nao afetou os niveis dos lipideos séricos.

Existem varios estudos demonstrando algumas medi-
das adotadas para eliminar a interferéncia provocada pelo
acido ascorbico quando presente em amostras bioldgicas.
Atualmente, a enzima ascorbato oxidase é comumente
utilizada para eliminar a interferéncia do acido ascérbico
na reacdo de oxidorreducdo. Comparando-se com outros
tipos de tratamento para eliminar a interferéncia causada
pelo acido ascérbico, como cloreto férrico, nitrito de sédio,
periodato de sédio, acido bérico e ion férrico, somente a
enzima ascorbato oxidase mostrou completa eficiéncia (11,
21, 24). No entanto é interessante notar que os niveis de
interferéncia observados nesse estudo para o acido Urico
com o reagente da BioSystems, que utiliza ascorbato
oxidase em sua formulacdo, foram semelhantes aos de-
mais reagentes de outras marcas comerciais (Figura 2). E
possivel que a concentracdo de enzima utilizada (= 5U/I)
nao seja suficiente para neutralizar o efeito negativo do
acido ascorbico. Fossati et al. (8) conseguiram efeito
satisfatorio utilizando concentracdes superiores a
200U/I de ascorbato oxidase. Kayamori et al. (12) relata-
ram que o uso desta enzima tem vérias desvantagens, tais
como elevado custo, variacdo entre os lotes e baixa esta-
bilidade, e sugeriram que sequestradores de radicais livres
podem ser mais eficientes a neutralizacdo do acido
ascérbico em amostras clinicas. Com base em nossos re-
sultados, sugerimos que o consumo de vitamina C seja
interrompido 48 a 72 horas antes da coleta de sangue
para a realizacdo dos exames quando doses = 0,5g forem
ingeridas, ou que seja usado o método UV para o é4cido
drico.

Com base na meia-vida do écido ascérbico e na infor-
macdo descrita por Fossati et al. (8), muitos laboratérios
fabricantes de reagentes preconizam um tempo médio de
90min para que ocorra a oxidacao do acido ascérbico pre-
sente nas amostras e os ensaios possam ser repetidos com
seguranca. Demonstramos, pelas sucessivas determinacdes
realizadas ap6s a adicdo do acido as amostras de soro,
que o tempo de repouso necessario foi dependente da
quantidade de 4cido ascérbico presente na amostra. Veri-
ficamos que um significativo nivel de interferéncia persis-
tiu por até 24 horas na determinacdo de acido Urico na
presenca de 5mg/dl de acido ascérbico (Figura 4). O
colesterol total, a glicose e os triglicerideos também mos-
traram importantes niveis de interferéncia até 8 horas ap6s
a adicdo do acido. Assim, os resultados mostraram que a
interferéncia persistiu por um longo periodo de tempo,
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proporcional a concentracado de acido ascérbico presente
na amostra, e sugerimos que o ensaio deva ser repetido
somente ap6s 48 ou 72 horas.

Esses resultados nos levaram a investigar a possivel in-
terferéncia do acido deidroascérbico, primeiro produto de
oxidacdo do acido ascérbico, e a estabilidade do acido
ascorbico em amostras de soro. Verificou-se que o acido
deidroascérbico nao interferiu nas reacoes de Trinder (re-
sultados ndo-mostrados). No entanto, ndo podemos
desconsiderar que outros subprodutos da oxidacdo do
acido ascérbico, que ainda apresentam potencial redutor,
possam causar interferéncia negativa (13). Os resultados
sugerem que o acido ascdrbico parece ser mais estavel no
soro do que em solucdo aquosa e, assim, ser a causa da
interferéncia. Realmente, o acido ascérbico no soro apre-
sentou uma meia-vida de aproximadamente 15 horas,
determinado por HPLC, e 48 horas juntamente com ou-
tros produtos de oxidacdo, determinados pelo método
colorimétrico (Fig. 5), muito superior, portanto, a meia-
vida do acido ascérbico em solucdo aquosa. Sevanian et
al. (25) demonstraram que o écido Urico em concentra-
céo fisiolégica aumenta a estabilidade do acido ascérbico
no soro humano em aproximadamente cinco vezes. Isto
sugere um importante papel fisiol6gico do acido drico na
preservacdo do é4cido ascérbico no sangue e em outros
fluidos bioldgicos.

Em suma, os resultados desse trabalho demonstraram
que a ingestdo de acido ascérbico interferiu de forma sig-
nificativa nos ensaios laboratoriais para a determinagdo
de parametros bioquimicos séricos, principalmente do
acido Urico pela reacdo de Trinder (interferéncia analitica)
e da bilirrubina (interferéncia fisioldgica), podendo, desta
forma, modificar o diagnéstico clinico laboratorial. Por-
tanto cabe a todos os profissionais de satide envolvidos,
como fabricantes de reagentes, médicos e analistas clini-
cos, a introducdo de métodos para minimizar os efeitos
interferentes do acido ascérbico, como, por exemplo, a
adicdo de componentes que inibam a acdo do écido
ascorbico e a orientacdo aos pacientes para suspender a
ingestao de vitamina C alguns dias antes da realizacdo
dos exames.
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