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INFLUENCE OF DEPROTEINIZING ACIDS IN ERYTHROCYTIC REDUCED GLUTATHIONE QUANTIFICATION BY HPLC-
UV. Large differences in reduced glutathione (GSH) levels have been found in different investigations, also in healthy people. GSH

oxidation in vitro has been associated with sample acidification in the presence of oxihemoglobin. In this work, the influence of

different acids on GSH determination utilizing HPLC with UV detection was evaluated. The results showed that metaphosphoric
acid and sulfosalicylic acid were inadequate for analysis, because metaphosphoric acid showed to be inefficient for deproteinization
and with sulfosalicylic acid loss of GSH was observed. Trichloroacetic acid did not effect GSH quantification, since the deproteinized
form was immediately derivatized with 5, 5”-dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid. Methods with TCA deproteinization presented linear
results from 0.5 to 3.0 mM. The correlation coefficient between aqueous curves and GSH spiked RBC exceeded 0.99. Precision

calculations showed CV lower than 10% and bias within + 10% for concentrations of 0.5; 1.5 and 3.0 mM GSH. The recovery was

higher than 94%. Moreover, GSH blood concentrations were independent of hemoglobin concentrations.
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INTRODUCAO

A glutationa, um tripeptideo contendo cisteina, desempenha
importantes fun¢des em células humanas, especialmente como
agente antioxidante. A forma reduzida da glutationa (GSH) man-
tém os grupos tidis (-SH) das proteinas, reduz ligagdes dissulfetos
(-S-S-) induzidas pelo estresse oxidativo, neutraliza radicais livres
e detoxifica eletr6filos'?. Por isso, a concentrac@o intracelular da
GSH ¢ um indicador da capacidade da célula em manter sua
homeostase, através da neutralizacdo de agentes oxidantes.

Na presenca de perdxidos, a GSH intracelular € convertida a
glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa peroxidase, a qual
catalisa a redu¢do destes peréxidos®. A reducéo da GSSG a GSH €
mediada pela enzima glutationa redutase, cujo substrato € o
NADPH?. A glicose-6-fosfato desidrogenase, como fonte de NADPH,
garante a reducdo da GSSG e a manutencio de uma constante da
reserva de GSH, especialmente no eritrécito®. O nivel de glutationa
em eritrdcitos estd principalmente em sua forma reduzida (99,5%)
e a concentra¢do de GSSG em eritrdcitos € descrita como baixa
porque esta atravessa facilmente a membrana celular®.

Na avaliagdo do estresse oxidativo, o uso de eritrdcitos € acon-
selhdvel, pois durante seu ciclo vital entram em contato com as
mais diversas estruturas organicas. Os eritrdcitos perfazem 40% do
volume do sangue e as espécies reativas do oxigénio que saem da
c€lula vermelha t€m potencial para causar dano a outros componen-
tes celulares. Em contrapartida, a GSH em eritrécitos € responsavel
pela homeostase contra o dano oxidativo da prépria célula, bem
como de todas as outras células do organismo®.

Um método de referéncia para determinacdo de GSH ainda nao
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foi definido’®. No decorrer dos anos, varios métodos foram intro-
duzidos para determinacido da GSH em amostras bioldgicas. Méto-
dos baseados em espectrofotometria, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e, mais recentemente, métodos baseados em
eletroforese capilar e técnicas de ressonancia magnética nuclear tém
sido descritos®'°.

Estudo recente’ explica os fatores e mecanismos que comumente
resultam na oxidagdo da GSH a GSSG em amostras sangiiineas e
que ocorrem na fase pré-analitica. O uso de complexantes da GSH
como N-etilmaleimida (NEM)’ em sangue total para prevenir a oxi-
dagdo da GSH a GSSG, a hemdlise e a desproteinizagdo dcida da
amostra sdo procedimentos pré-analiticos comuns que antecedem
a quantificagdo da GSH no sangue total ou eritrdcito'!. Concentra-
¢oes alteradas de GSH por artefatos tém sido associadas a acidi-
ficacdo da amostra na presenca de oxiemoglobina'?, da mesma for-
ma que o uso de agentes complexantes da GSH, como NEM"*, no
procedimento pré-analitico. Desta forma, para o desenvolvimento
de um método confidvel, os procedimentos analitico e pré-analiti-
co devem ser otimizados e validados.

E importante destacar que interferentes analiticos na
quantificagdo de GSH também tém influéncia em medidas de GSSG
e, conseqiientemente, na determinacdo da razio GSH/GSSG como
indice de estresse oxidativo. E dificil avaliar com precisdo o papel
biol6gico da GSSG, uma vez que vdrios fatores apds a coleta do
sangue podem influenciar na sua concentra¢do’. Desta forma, a de-
terminagdo da GSSG e da razdo GSH/GSSG em sangue humano
como indices de estresse oxidativo tornam-se inexpressivos.

No presente estudo, avaliou-se a influéncia de diferentes dcidos
e a concentragdo de hemoglobina na estabilidade de GSH
eritrocitdria, através de sua quantificagdo por CLAE com detector
UV. Pois, um método confidvel, reprodutivel e exeqiiivel para a
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quantificagdo de GSH eritrocitdria t€ém importancia clinico-
laboratorial na avaliagdo da capacidade antioxidante do eritrécito,
bem como para auxiliar no esclarecimento dos fendmenos
fisiopatoldgicos e bioquimicos em patologias associadas ao estresse
oxidativo.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

O equipamento de CLAE-UV consistiu de um sistema de gradi-
ente cromatografico Knauer modelo WellChrom, bomba quaterndria,
sistema organizador de solventes, misturador dindmico, degasei-
ficador com quatro canais, injetor manual com al¢a de amostragem
de 20 pL; coluna cromatografica Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x
4 mm integrada a pré-coluna 5 x 4 mm; detector UV Knauer; com-
primento de onda 330 nm, software Eurochrom 2000 versdo 2,05
para Windows; sistema controlador de temperatura para a coluna,
Haake FJ.

Utilizou-se o sistema “multipette plus” e “eppendorf combitips
plus” (Eppendorf, Hamburg, Germany) para dispensag¢do do volu-
me correto de eritrdcitos nos tubos de ensaio.

Todas as solugdes aquosas foram preparadas em dgua de Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). Os reagentes e outros produtos qui-
micos foram obtidos de diferentes fontes. GSH, acido 5,5 -ditio-bis
(2-nitrobenzoico) (DTNB) e albumina sérica bovina, Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA); acido etilenodiaminotetracético (EDTA), aci-
do metafosférico, dcido sulfossalicilico e dcido tricloroacético, Merck
(Rio de Janeiro, Brasil); Azul brilhante de Coomassie, Mallinckrodt
(St. Louis, USA); metanol grau HPLC, Tedia Company (Fairfield,
USA); o reagente de Drabkin foi obtido da Labtest (Brasil).

Solugdes estoque de padrdes de GSH 20 mM foram preparadas
em solugdo aquosa de EDTA 0,3 mM. Solug¢des de trabalho, nas
concentracdes de 0,5 a 3,0 mM de GSH, eram preparadas diaria-
mente a partir da solucéio estoque.

A participagdo dos doadores das amostras sangiiineas ocorreu
mediante termo de consentimento e aprovagdo do estudo pelo Co-
mité de Etica do Centro de Ciéncias da Sadde (Registro 091/2003).

Condicoes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas adotadas foram: coluna
cromatografica de fase reversa Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x 4
mm integrada a pré-coluna Eurospher-100 C18, 5 um, 5 x 4 mm,
temperatura de 39 °C; al¢ca de amostragem de 20 pL; elui¢do por
gradiente e deteccdo em 330 nm.

A fase mével consistiu de eluentes A e B, solugdo de KH,PO, 25
mM, pH 3,83 e metanol, respectivamente. O pH da solugdo de
KH,PO, foi ajustado a 3,83 com H,PO, 4 M. A GSH foi derivatizada
com DTNB. A andlise foi iniciada com a inje¢do de 20 puL do
sobrenadante. O sistema por gradiente iniciou com 88% do eluente
A e 12% do B, vazdo de 1 mL/min. Ap6s 3 min, a fase mével foi
modificada para 92% de A com vazdo de 0,6 mL/min. Aos 4 min e
31 s adotou-se 60% de A com vazao de 0,8 mL/min. Aos 10 min e
31 s até 25 min retornou-se a constituicio inicial, ou seja, 88% de
A com vazdo de 1 mL/min para recondicionar a coluna.

Amostras sangiiineas

As amostras sangiiineas coletadas em EDTA, 5 mL cada, foram
obtidas por pungdo venosa e mantidas em banho de gelo.

Para avalia¢@o da influéncia da hemoglobina na determinagio
da GSH, as amostras de sangue foram obtidas de individuos sadios
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(n=20), ntimero igual de homens e mulheres, com idade entre 40 e
60 anos. Os fatores de exclusdo foram tabagismo, etilismo e uso de
polivitaminicos. A coleta de sangue foi realizada no Centro de Ci-
éncias da Satde, Universidade Federal de Santa Maria, RS.

Os parametros sangiiineos, hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb)
e GSH foram determinados em duplicata. O hematdcrito foi obtido
por microcentrifugacdo, a hemoglobina foi medida através do mé-
todo da cianometemoglobina utilizando o reagente de Drabkin e
leitura a 540 nm e a GSH foi quantificada por CLAE-UV.

Processamento da amostra biolégica

Separou-se uma aliquota de 1 mL do sangue total para medir
hematdcrito e hemoglobina. A outra aliquota do sangue, 4 mL, foi
utilizada para medir GSH. O processamento das amostras sangiiineas
para medida de GSH, desde a coleta até a inje¢do no sistema
cromatogréfico, foi realizado a temperatura de 4 °C. Imediatamente
ap0s a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
min a 4 °C. Os eritrdcitos, 300 UL, foram dispensados no tubo de
ensaio e receberam 125 pL de solugdo de EDTA 0,3 mM contendo
ou ndo o padrdo de GSH e 300 pL de solucdo de triton x—100 20%
para hemolise. A mistura foi agitada em vortex por 1 min.

Procedimento para a desproteinizagdo dcida

Os acidos metafosférico (MPA) 5, 10, 15, 20, 30 e 50%;
sulfossalicilico (SSA) 5, 10, 15% e tricloroacético (TCA) 5, 10,
15% (m/v) foram testados em duplicata para cada concentragdo uti-
lizando um “pool” de eritrécitos. Foram adicionados 300 pL da
solug@o de acido aos 725 pL do hemolisado em cada tubo. Esta
mistura foi agitada em vortex por 1 min, mantida em repouso du-
rante 20 min e centrifugada a 6000 rpm por 20 min.

Avaliaciio da eficiéncia desproteinizante do acido

Os sobrenadantes foram observados e aqueles com aspecto nido
limpido foram desprezados. Nos sobrenadantes limpidos foi reali-
zada a quantificag@o espectrofotométrica de proteinas, através do
método de Bradford".

Avaliaciio da influéncia dos dcidos na determinacio da GSH
por CLAE-UV

A perda da GSH durante a desproteinizagio 4cida foi avaliada
em trés niveis de concentragio 0,5; 1,0 e 1,5 mM de GSH adicio-
nadas aos eritrdcitos (n=5) em duplicata. O nivel basal de GSH foi
paralelamente estabelecido. As dreas cromatograficas resultantes
foram comparadas com as obtidas por injegdo direta nas curvas de
padrdes aquosos de GSH (n=5) nas mesmas concentragdes.

A etapa da derivatizacdo da GSH foi realizada imediatamente apds
a obtengdio do sobrenadante 4cido. As seguintes solucdes e amostras
foram mantidas em banho de gelo (4 °C) e seqiiencialmente combina-
das: 0,5 mL de tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 8,9; 130 pL de sobrenadante
4cido a ser testado; 350 uL. de DTNB 10 mM em K,HPO, 0,5 M, pH
8,0. Misturou-se sob agitagiio por 1 min e apds 5 min de repouso a
mistura foi acidificada com 100 UL de H,PO, 7 M e centrifugada a
6000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi injetado no cromatégrafo.

Avaliacdo da influéncia da hemoglobina na estabilidade da GSH

O hematdcrito, a hemoglobina e a GSH foram determinados em
sangue de 20 individuos sadios. Para determinagdo da GSH as dre-
as cromatograficas obtidas foram comparadas as da curva de
calibragdo com adi¢@o de padrdo nas concentracdes 0,5; 1,0; 1,5;
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2,0 e 3,0 mM. Os valores de GSH, em mmol/L eritrécitos € em
umol/g Hb foram comparados aos descritos na literatura.

A precisdo metodoldgica foi realizada através de adicdes de
GSH em amostras eritrocitdrias, em trés concentracdes diferentes,
baixa, média e alta, sendo 0,5; 1,5 e 3,0 mM, respectivamente,
intra-dia e inter-dia (n=5).

Métodos estatisticos

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e foram
comparados pelo teste ¢ de Student. O coeficiente de correlac@o r de
Pearson foi usado para determinar a relac@o entre as concentragdes de
GSH e hemoglobina; o valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A GSH ¢ um importante antioxidante intracelular em mamife-
ros, 99,5% ¢ encontrada no interior dos eritrdcitos e a alteracio de
seus niveis pode indicar o estado antioxidante circulante. No entan-
to, devido a oxidagdo da GSH apds a coleta de sangue, grandes
diferencas nos niveis de GSH sdo encontradas em variadas investi-
gacdes, inclusive em pessoas sadias. A oxidagdo da GSH tem sido
associada a acidificacdo da amostra na presenca de oxiemoglobina
e pode resultar em formacdo de GSSG ou GS-SP (proteina
glutationilada). Para evitar resultados artefatuais, os procedimen-
tos pré-analitico e analitico devem ser otimizados.

Consideracdes sobre a desproteinizacio acida

As etapas da desproteiniza¢do, bem como da hemolise sdo pontos
criticos para manter a estabilidade da GSH'. Apesar das desvantagens
descritas em alguns trabalhos sobre a utilizagdo de dcidos para remo-
ver proteinas de amostras complexas, este procedimento € de simples
execucdo e ainda muito utilizado, uma vez comprovada sua eficién-
cia. A avaliacdo sistemadtica do uso do 4cido desproteinizante é impor-
tante porque proteinas residuais podem interferir na analise, além de
degradar o sistema cromatografico'™'®. Com o objetivo de evitar inter-
feréncia com resultados artefatuais de GSH”!' e dano ao sistema
cromatogréfico, avaliou-se a eficiéncia desproteinizante dos 4cidos
em vdarias concentragdes. Observou-se que solugdes contendo MPA 5
a50%, SSA 5 a 10% e TCA 5 a 10% utilizadas para desproteinizagdo
de eritrécitos resultaram em sobrenadantes ndo limpidos, insatisfatorios
para as andlises cromatograficas. Os resultados obtidos no presente
trabalho referentes a eficiéncia do MPA na desproteinizagdo podem
ser associados ao estudo realizado por Stempak et al.'’ que demons-
traram que 1 volume de MPA 5 a 15% foi insuficiente para remover
proteinas em 1 volume de amostras de sangue total. Recentemente, o
efeito pré-oxidante do MPA em amostras contendo eritrdcitos foi de-
monstrado através da quantificagdo de GSH e GSSG por eletroforese
capilar, onde foi observada perda de GSH por oxidacio a GSSG quan-
do comparada a desproteinizacdo realizada com o solvente organico
acetonitrila'.

No presente trabalho, as desproteiniza¢des realizadas com SSA
15% e TCA 15% proporcionaram sobrenadantes limpidos e con-
centracdes residuais de proteinas < 4 mg/L. Desta forma, estas so-
lucdes dcidas foram utilizadas para avaliagdo da estabilidade da
GSH medida por CLAE-UV.

Quanto a interferéncia da matriz, apds tratamento dos eritrécitos,
hemodlise seguida de desproteinizagdo, tanto com SSA como com
TCA, ndo se observou diferenca em relacdo aos padrdes aquosos,
especialmente, no tempo de retencdo da GSH, ndo representando,
portanto, um problema analitico. E, o0 mesmo comportamento
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cromatografico foi obtido para todas as andlises, independente da
presen¢a ou ndo da matriz biolégica. A Figura 1, mostra um
cromatograma tipico da quantificagio de GSH em nivel basal de
uma amostra eritrocitdria. O gradiente permitiu a separa¢ao ade-
quada da GSH e do EDTA.
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Figura 1. Um tipico cromatograma do nivel basal de GSH em uma amostra
humana de eritrocitos apos tratamento com hemdlise, desproteinizagdo com
TCA e derivatizagdo com DTNB. As condigdes cromatogrdficas foram coluna
C18 (150 X 4 mm; particulas de 5 um); mantida a 39 °C; al¢a de amostragem
de 20 uL e detector UV, 330 nm; tempo total de corrida de 25 min; fase movel
25 mM KH, PO, (pH 3.83):metanol; elui¢do por gradiente

Nos ensaios cromatograficos, a acidificagdo com SSA 15% mos-
trou-se inadequada devido a baixa recuperagdo do padrio, indican-
do perda de GSH; para as concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mM de
GSH adicionadas aos eritrdcitos recuperou-se 36, 59 e 63%, res-
pectivamente. Sob as mesmas condi¢des, o uso de TCA 15%, nas
trés concentragdes adicionadas de GSH, apresentou as recupera-
¢oes de 99,5; 102,4 e 104,5%, respectivamente. O coeficiente de
variacdo foi menor que 10%.

Desta forma, avaliou-se a estabilidade pré-analitica, utilizando
TCA 15% como desproteinizante para quantificar GSH eritrocitdria.
A linearidade entre as curvas aquosas e as curvas com adicio de
padrdo nas concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM foi realiza-
da e os resultados mostraram que o coeficiente linear foi maior que
0,99 (Figura 2).
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Figura 2. Representa linearidade e paralelismo entre as curvas de eritrocitos
com adi¢do de padrdo (n=5) e as curvas aquosas (n=5) com as mesmas
concentragoes, sendo 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM de GSH. A desproteinizagdo
utilizada foi com TCA 15%

Para a precisdo metodoldgica as concentragdes de 0,5; 1,5 e 3,0
mM de GSH foram adicionadas aos eritrocitos; realizou-se, assim,
a precisdo intra-dia (n=5) obtendo-se CV% entre 6,64 e 9,65% e



Vol. 30, No. 3

Influéncia de desproteinizantes dcidos na quantificagdo da glutationa 595

Tabela 1. Parametros sangiiineos determinados em voluntdrios sadios (n=20). Concentra¢des de hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Ht) em
sangue total e glutationa reduzida (GSH) em eritrdcitos desproteinizados com TCA 15%. Dados expressos em média + desvio padrdo

Parametro Hb Ht GSH GSH
(g/dL) (%) (mmol/l eritrdcito) (umol/g Hb)
Média = D.P. 13,50 + 0,94 42,40 + 2,41 1,91 £ 0,36 5,99 + 0,92

precisdo inter-dia (n=5), para as mesmas concentracdes, obtendo-
se 7,67; 4,6; 6,73%, respectivamente. As recuperacdes encontra-
das foram de 94,5; 1024 e 104,5% e valores de bias -6,38; 1,32 e
9,65%, respectivamente. Estes resultados demonstram que o mé-
todo € adequado para quantificar GSH em amostras bioldgicas.

A desproteinizacdo de amostras complexas tem sido objeto de
estudo no sentido de minimizar a interferéncia de dcidos. Carru et
al."! utilizaram membrana de filtragdo Microcon-10 para remover
proteinas; com recuperacdo superior a 99,3% da GSH adicionada
aos eritrécitos, mostrando que a oxida¢do da GSH durante a fase
pré-analitica foi minimizada.

Apesar da pesquisa de novas propostas, a desproteinizagio ci-
da continua sendo utilizada por ser um método simples e rapido.
Em estudo recente’, foram descritos os fatores que causam interfe-
réncia na quantificacdo de GSH e GSSG. Rossi et al.® utilizaram
NEM para bloquear tidis livres em amostras sangiiineas para evitar
formagao de dissulfetos, mas extrairam o excesso de NEM da amos-
tra com diclorometano para evitar formacdo de adutos com a GSSG;
apods, a amostra foi desproteinizada com TCA 10%. A partir deste
procedimento, foi observada uma pequena oxidaciao da GSH de ~3-
4%, a 0 °C, 20 h ap6s a adi¢do de TCA” .

A utilizagdo de determinados 4cidos para tratamento de teci-
dos contendo altas concentragdes de grupo heme pode levar a for-
macdo de espécies oxidantes e, como conseqiiéncia, a oxidagdo de
grupos tidis da GSH e de proteinas, como a hemoglobina’, que
constituem mais de 95% do conteido de proteinas no interior dos
eritrocitos?’. A hemoglobina humana contém seis grupos tiéis por
molécula, dois —SH em cada cadeia B e 1 —SH em cada cadeia 0.

No presente estudo, os valores de hemoglobina, hematdcrito e
GSH estdo apresentados na Tabela 1. Os valores de GSH encontra-
dos em individuos sadios (1,91 + 0,36 mmol/L eritrdcitos) sao si-
milares aos valores obtidos em recente trabalho de Luchi et al.® e
com autores que utilizaram acetonitrila como agente
desproteinizante (2,05 + 0,42 mmol/L eritrdcitos)".

Os resultados obtidos demonstram que o TCA ndo age como
agente oxidante da GSH na fase pré-analitica, considerando as con-
digdes propostas neste estudo. Os niveis de GSH em eritrocitos
separados do plasma imediatamente aps a coleta e sem a presenca
de NEM, mantidos a 4 °C, hemolisados com triton x-100 e
desproteinizados com TCA independem da concentragdo de
hemoglobina total nos eritrécitos, segundo as condicdes
metodoldgicas utilizadas neste trabalho, em que p > 0,05 e coefici-
ente de correlagdo r = - 0,17.

Rossi et al., em amplo estudo, avaliaram a influéncia da
oxiemoglobina sobre o estado redox da glutationa e confirmaram
que a glutationa total ¢ depletada quando o sangue ¢ acidificado
com 4cido perclérico e SSA. No mesmo estudo, o sobrenadante ob-
tido com TCA mostrou pequena oxidagio a GSSG, 2-3% sob tem-
peratura de 0 °C’.

Adicionalmente, a oxida¢ao da GSH a GSSG ap6s a coleta deve
ser rigorosamente controlada, pois pode resultar, também, em fal-
sos dados em relacdo a proteinas glutationiladas. De maneira ge-
ral, a formagdo de proteina glutationilada no eritrécito depende da
formagdo prévia da GSSG*; assim, se houver oxidagdo da GSH
apods a coleta da amostra haverd, por conseqiiéncia indireta, a for-

macao artefatual de GS-SP. Di Simplicio et al. demonstraram, em
amostras de sangue tratadas com 4 volumes de TCA 5%, que
hemoglobina humana tem baixa capacidade da formar dissulfetos
com a GSSG e baixa reatividade dos seus grupos —SH quando com-
parada com a hemoglobina de ratos*. Desta forma, podemos rea-
firmar que os grupos —SH da hemoglobina humana, na presenca de
TCA, possuem baixa reatividade, o que dificultaria a perda de GSH
via rea¢d@o da GSSG com os grupos tidis da hemoglobina.

Ao final destas avaliagdes, podemos inferir que o TCA pode ser
utilizado com seguranga, respeitando os limites de concentragdo e
temperatura ja estudados, na desproteinizagdo eritrocitdria para
determinacido de GSH.

CONCLUSAO

A acidificac@o eritrocitiria com MPA resultou em
desproteinizacdo ineficiente e o SSA foi inadequado como agente
desproteinizante, devido a baixa recuperagdo de GSH. Por outro
lado, ndo foi observado efeito da concentragdo da Hb sobre a esta-
bilidade da GSH em eritrécitos acidificados com TCA e imediata-
mente derivatizados com DTNB.

Os resultados encontrados demonstram que o uso de TCA 15%
como agente desproteinizante nos eritrécitos é adequado, por nio
influenciar na estabilidade da GSH mesmo na presenca de diferen-
tes concentracdes de hemoglobina. A desproteiniza¢do dcida com
TCA pode ser realizada de forma rdpida, o que também € importante
em andlises de substincias quimicamente instaveis como a GSH.

O método utilizando TCA 15% mostrou-se adequado para de-
termina¢do da GSH em eritrécitos, o que foi demonstrado através
dos parametros acurdcia (% bias) e recuperagdo. Desta forma, este
método pode ser utilizado com seguranga para avaliagdo do poten-
cial antioxidante nos eritrdcitos, em estudos experimentais e clini-
cos envolvendo o estresse oxidativo.
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