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Finalidade
Método UV otimizado para a determinagdo de alanina aminotransferase
(GPT/ALT) em soro ou plasma.

Significado Clinico

Em c3es e gatos, a GPT/ALT apresenta grande especificidade hepdtica,
devido a sua presenga em maior concentragdo nessas células. Isso faz com
que a determinagdo da sua atividade sérica seja importante para detecgdo
de lesdo ou morte de hepatdcitos nessas espécies. Entretanto, o aumento
da atividade sérica de GPT/ALT também pode estar relacionado a doenga
ou lesdo muscular grave devido a presencga, ainda que em proporg¢des
menores, dessa enzima nas células musculares (a massa muscular é maior
do que a hepatica). Por isso, quando hd aumento da atividade de GPT/ALT,
é importante mensurar a atividade sérica de uma enzima mais especifica
para lesdo muscular (p. ex., creatinoquinase) para determinar se a lesdo
muscular é a possivel causa dessa elevagdo.

Equinos apresentam baixa concentracdo de GPT/ALT nos seus
hepatdcitos, por isso, a atividade sérica desta enzima ndo tem importancia
na deteccdo de doenga hepatica nesses animais.

Doengas hepaticas inflamatdrias cronicas podem resultar em “crises”
periddicas de aumento da atividade de GPT/ALT, portanto, mensuragdes
repetidas da atividade sérica da enzima podem esclarecer a natureza da
doenga primdria. Contudo, é importante saber que, em algumas
situagdes, pode haver doenga hepatica significativa, com atividade sérica
de GPT/ALT normal ou apenas ligeiramente aumentada.

Também é possivel notar aumento da atividade sérica de GPT/ALT em
cdes com hiperadrenocorticismo ou naqueles que receberam
corticosteroides. Em geral, esse aumento é discreto (duas a cinco vezes);
entretanto, o aumento da atividade de GPT/ALT pode variar amplamente
entre os cdes submetidos a terapia com corticosteroide, dependendo da
dose do medicamento e da duragdo do tratamento.

Fundamento do método
Baseado no seguinte esquema de reagdo:

L-alanina + 2—0xog|utaratoi>piruvato + L-glutamato
Piruvato + NADH + H*% L-lactato + NAD*

Reagentes Fornecidos

A. Reagente A: solucdo de tampado Tris pH 7,5 contendo L-alanina.

B. Reagente B: solucdo contendo 2-oxoglutarato, nicotinamina adenina
dinucleotideo reduzido (NADH) e lactato desidrogenase (LDH).

Concentragdes finais

.. 100 mmol/L; pH 7,5
..500 mmol/L
.0,18 mmol/L

..21,5U/L
2-oxoglutarato.. .15 mmol/L
Instrugdes de Uso
Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem ser utilizados

separadamente ou como reagente Unico, misturando 4 partes de
Reagente A + 1 parte de Reagente B (ex. 4 mL Reagente A + 1 mL Reagente
B).

Precaugoes

Os reagentes sdo para uso diagndstico in vitro veterindrio.

Utilizar os reagentes observando as precaug¢des habituais de trabalho no
laboratdrio de andlises clinicas.

Todos os reagentes e amostras devem ser descartados conforme a
legislagdo local vigente.

Estabilidade e instru¢Ges de armazenamento

Reagentes fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragdo (2-82C) até a data de
vencimento indicada na embalagem.

Uma vez abertos, ndo devem permanecer fora do refrigerador durante
periodos prolongados. Evitar contaminagdes.

Reagente Unico (pré-misturado): estavel sob refrigeragdo (2-82C) por 2
meses a contar da data de preparagao.

Indicios de instabilidade ou deterioracdo dos reagentes

Vi

Quando o espectrofotdmetro for zerado com agua destilada, leituras de
absorbancia do reagente Unico inferiores a 0,900 D.O. ou superiores a
1,800 D.O. (a 340 nm) sdo indicios de deterioragao.

Amostra

Soro ou plasma

a) Coleta: deve ser realizada de forma habitual.

b)  Aditivos: caso seja utilizado o plasma como amostra, heparina ou
EDTA devem ser utilizados como anticoagulantes.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a GPT em soro é
estavel por até 3 dias sob refrigeragdo (2-82C), sem necessidade de
adicionar conservantes. Ndo congelar.

Interferéncias

As amostras de pacientes hemodialisados ou com hipovitaminose ou ou-
tras patologias associadas com deficiéncia de piridoxal fosfato produzem
valores falsamente menores.

Bilirrubina até 25 mg/dL e triglicerideos até 1000 mg/dL ndo produzem
interferéncias significativas. A hemoglobina interfere significativamente
aumentando os resultados, partindo de hemdlise moderada, pela
presenga de GPT nos eritrdcitos.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotometro;

- Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados;
- Banho-maria a temperatura indicada no procedimento e,

- Cronémetro.

Condigdes da reagao

- Comprimento de onda: 340 nm

- Temperatura de reagdo: 372C

- Tempo de Reagdo: 4 minutos.

- Volume de amostra: 100uL

Os volumes de Amostras e Reagente podem mudar proporcionalmente
sem que variem os fatores de célculo.

Procedimento
| - Técnica com reagente Unico
Em uma cubeta mantida a 372C, colocar:

Reagente Unico | 1,0 mL
Pré-incubar uns minutos. Apds, acrescentar:
Amostra | 100 puL

Misturar imediatamente e disparar simultaneamente o cron6metro. Apds
90 segundos, registrar a absorbancia inicial (vide “Limita¢Ges do procedi-
mento”) e passados os minutos 1, 2 e 3 da primeira leitura. Determinar a
diferenca média da absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da
anterior e tirando a média dos valores. Utilizar esta média para os calculos.

1I- Técnica com reagentes separados
Em uma cuba mantida a 372C, colocar:

Reagente A 0,8 mL
Amostra 100 pL
Pré-incubar uns minutos. Apds, acrescentar:

Reagente B I 0,20 mL

Misturar imediatamente e disparar simultaneamente o cron6metro. Apds
90 segundos, registrar a absorbancia inicial (vide “LimitacGes do procedi-
mento”) e passados os minutos 1, 2 e 3 da primeira leitura. Determinar a
diferenga média da absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da
anterior e tirando a média dos valores. Utilizar esta média para os calculos.

Calculo dos Resultados
GPT/ALT (U/L) = (AA/min x fator)

Fator = 1746
Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)
Amostra Diferenga Média
Absorbancia A1 1,486
Absorbancia A2 1,437 0,049
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Absorbancia A3 1,388 0,049
Absorbancia A4 1,340 0,048 0,049
Utilizando Fator tedrico:
GPT/ALT (U/L) =0,049 x 1746 = 85,5 U/L
Caso seja utilizado o calibrador Laborcal Vet:
Concentragdo do GPT/ALT no calibrador: 112 U/L
Calibrador Diferenga Média
Absorbancia Al 1,572
Absorbancia A2 1,506 0,066
Absorbancia A3 1,442 0,064
Absorbancia A4 1,379 0,063 0,064
Obtencdo do fator de calibragdo:
[GPT catibrador] 112 U/L
Fator = - = =1750
30T JA/MIN catbrador 0,064

GPT/ALT (U/L) = AA/min amostra X Fator = 0,049 x 1750 = 85,7 U/L

Conversao de unidades
GPT/ALT (U/L) x 0,017 = GPT (ukat/L)

Método de Controle de Qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol
Vet 1 e 2) com atividades conhecidas de alanina aminotransferase, com
cada determinagdo.

Valores de Referéncia

Espécie (U/L)
Canina 21-102
Felina 6-83
Equina 3-23

Os valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagdo.
Recomenda-se que cada laboratério estabelega, na populagdo de animais
atendida, seus préprios valores de referéncia.

Limitac6es do procedimento

Vide “Interferéncias”.

Absorbancia inicial baixa: uma vez acrescentado o soro, se a primeira
leitura (tempo 0) for inferior a 0,900 D.O., encontrando-se o Reativo B em
boas condigdes, indica uma amostra com muita atividade de GPT (que
consome o NADH muito antes desta leitura) ou com uma concentragdo de
cetoacidos endodgenos particularmente elevada. Neste caso, repetir a
determinagdo com amostra diluida com solugdo fisiologica e
multiplicando o resultado conforme a diluigdo jd realizada.

Desempenho

a)  Reprodutibilidade: processando 20 determinagdes
simultaneamente de uma amostra canina e outra equina com
valores dentro do intervalo de referéncia, obteve-se o seguinte:
Amostra Canina:

Concentragdo D.P. C.V.

16,95 0,68 4,05

207,60 2,39 1,15
Amostra Equina:

Concentragdo D.P. C.V.

16,50 0,94 5,73

104,60 1,66 1,59

b)  Sensibilidade: a mudanga minima de atividade detectavel de
GPT/ALT diferente de zero é 2 U/L.

c) Faixa dindmica: o intervalo util de leitura prolonga-se até 0,345
AA/min (a 340 nm), aproximadamente 600 U/L. Caso a AA/min for
superior a 0,345, a determinagdo deve ser repetida com amostra
diluida (1:5 ou 1:10) com solugdo fisioldgica, corrigindo os
resultados conforme o fator de diluigdo empregado.

Parametros para analisadores automaticos
Para a programacdo consultar o manual de uso do analisador a ser
utilizado.
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Apresentagdo

2 x 48 mL Reagente A
2 x 12 mL Reagente B
(C6d. 1774154)
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Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do
prazo de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico da La-
borlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que ndo houve falhas técnicas na
execucdo e manuseio deste kit, assim como em sua conservagao.

SIMBOLOS

c € Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/73 CE
para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

[ECTREF] Representante autorizado na Comunidade Européia

[vo] Uso médico-diagnoéstico "in vitro”

L7 Contetido suficiente para <n> testes

2 Data de validade

| Limite de temperatura (conservar a)

)4 MN3o congelar

& Risco biolégico

— Volume apds da reconstituicdo

Cont_ Conteddo

|ter] Namero de lote

+l Elaborado por:

¥ Nocivo

= Corrosivo / Caustico

| Irritante

o Consultar as instrugdes de uso

[Caibr [ |  calibrador

Rl Controle

Eomad+] Controle Positivo

fecwTRad - Controle Negativo

[rer] Namero de catilogo

d Laborlab Produtos para Laboratérios Ltda.
Estrada do Capdo Bonito, 489

Guarulhos/SP — Brasil — CEP: 07263-010

CNPJ: 72.807.043/0001-94

Atendimento ao cliente:

+55(11) 2480-0529/+55(11) 2499-1277
sac@Ilaborlab.com.br

www.laborlab.com.br
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