GOT(AST) (W1

AA

Método UV otimizado (IFCC) para a determinacéo de aspartato

aminotransferase (GOT/AST) em soro ou plasma

SIGNIFICADO CLINICO

A aspartato aminotransferase € uma enzima bilocular (cito-
plasmatica e mitocondrial) amplamente difundida no organis-
mo. Encontra-se a maior concentragéo no figado e coracéo.
Qualquer alteragéo de estes tecidos produzem aumento nos
niveis de AST circulante.

No enfarte do miocardio, observa-se um aumento moderado
da enzima que comega as 6 ou 8 horas apds de produzida a
lesédo, alcanga a niveis maximos perto das 48 horas e retorna
a normalidade apds o 4° ou 6° dia.

Em pacientes com afecgdes hepaticas observam-se as
maiores elevacdes de AST, principalmente nos casos de
hepatites com necrose.

A determinagdo de AST obtem importancia diagndstica
quando seus valores sdo comparados com os valores de
outras enzimas de semelhantes de origem tissular, o que
permite completar o perfil enzimatico de érgéos tais como
coracéo e figado.

FUNDAMENTO DO METODO
Baseado no seguinte esquema de reagéao:

GOT
L-aspartato + 2-oxaglutarato ———= oxalacetato + L-glutamato

MDH
oxalacetato + NADH + HY ——————= |-malato + NAD*

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: frascos contendo 2-oxaglutarato, nicotina-
mida-adenina dinucleétido reduzido (NADH), malato desi-
drogenase (MDH) e lactato desidrogenase (LDH).

B. Reagente B: solugdo de Tampéao TRIS pH 7,8 (a 30°C)
contendo L-aspartato.

Concentragdes finais (segundo IFCC e SSCC)

TRIS Lo 80 mmol/l; pH 7,8 (a 30°C)
L-aspartato 240 mmol/l
NADH 0,18 mmol/l
MDH ..o >420 U/l
LDH s > 600 U/I
2-oxaglutarato..........cocceeiieiiiiiiiie e 12 mmol/l

INSTRUGOES DE USO

Reagente B: pronto para uso.

Reagente A; preparagéo: acrescentar 20 ml de Reagente
B num frasco de Reagente A. Tampar, agitar até dissolugéo
completa e datar.

PRECAUGOES
Os reagentes s&o para uso diagnostico "in vitro".

O Reagente B contém azida.

Utilizar os reagentes observando as precaucdes habituais
de trabalho no laboratério de andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas
conforme a regulacéo local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragédo (2-
10°C) até a data de vencimento indicada na embalagem.
Reagente A reconstituido: sob refrigeracdo (2-10°C) é
estavel por 30 dias ou por 3 dias sob temperatura ambiente
a partir do momento da reconstituigao.

INDICIOS DE INSTABILIDADE O DETERIORAGAO

DOS REAGENTES

Quando o espectrofotdmetro foi zerado com agua destilada,
leituras de absorbancia do Reagente A reconstituido inferio-
res a 0,800 D.O. ou superiores a 1,800 D.O. a 340 nm sao
indicio de deterioragdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro ou plasma

a) Coleta: deve-se obter da forma habitual.

b) Aditivos: caso a amostra a utilizar seja plasma, deve-se

empregar heparina como anticoagulante.

c) Substancias interferentes conhecidas:

- As amostras de pacientes hemodialisados ou com hipovi-
taminose ou outras patologias associadas com deficiéncia
de piridoxal fosfato produzem valores falsamente menores.

- Nao se observam interferéncias por bilirrubina até 60 mg/I,
triglicerideos até 5,5 g/l, nem hemoglobina até 0,14 g/dl.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas

neste método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a GOT

em soro é estavel até 3 dias sob refrigeracéo (2-10°C), sem

necessidade de adicionar conservantes. Nao congelar.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Banho-maria a temperatura indicada no procedimento.

- Cronémetro.

CONDIGOES DE REAGAO

(Diminuicédo da absorbancia)

- Comprimento de onda : 340 nm ( Hg 334 ou 366).

- Temperatura de reagao: 25, 30 ou 37°C. Vide os VALORES
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DE REFERENCIA correspondentes a cada temperatura.
- Tempo de reagdo: 4 minutos.
Os volumes de Amostra e de Reagente A reconstituido,
podem ser reduzidos proporcionalmente sem que variem
os fatores de calculo correspondentes.

PROCEDIMENTO

A) 30 ou 37°C
I- MACROTECNICA
Em uma cuba mantida a 30-37°C, colocar:

Reagente A reconstituido 2ml
Amostra 200 ul

Misturar imediatamente e disparar simultaneamente o
cronémetro. Apés de 1 minuto, registrar a absorbancia
inicial (vide LIMITACOES DO PROCEDIMENTO) e
apos os minutos 1, 2 e 3 da primeira leitura. Determi-
nar 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.

I- MICROTECNICA
Em uma cuba mantida a 30-37°C, colocar:

Reagente A reconstituido 1ml
Amostra 100 ul

Misturar imediatamente. Continuar do mesmo modo
que o descrito no procedimento (A-I).

B) 25°C

MACROTECNICA

Utilizar 500 ul de Amostra. Apos de acrescentar a
Amostra, misturar imediatamente e disparar simulta-
neamente o crondmetro. Apos de 3 minutos, registrar
a absorbancia inicial (vide LIMITACOES DO PROCE-
DIMENTO). Continuar do mesmo modo que o descrito
no procedimento A-l.

CALCULO DOS RESULTADOS

GOT (U/l) = (AA/min x fator)

Em cada caso dever-se-a utilizar o fator de calculo
correspondente conforme com a temperatura de reagéo
selecionada (30-37°C ou 25°C), como indicado na se-
guinte tabela:

T T
cmpera 30-37°C 25°C

Long. onda
340 nm 1.740 791
334 nm 1.780 809
366 nm 3.207 1.453

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com atividades conhecidas de
aspartato aminotransferase, com cada determinagao.

VALORES DE REFERENCIA

Temperatura 25°C 30°C* 37°C*
Homens até 18 U/l até 25 U/l até 38 U/l
Mulheres até 15 U/l até 21 U/l até 32 U/l
* Calculados

Recomenda-se que cada laboratorio estabelega sues proé-
prios valores de referéncia.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
GOT (U/l) x 0,017 = GOT (ukat/l)

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOS-

TRA.

- Absorbancia inicial baixa: uma vez acrescentado o soro, a
primeira leitura (tempo 0) é inferior a 0,800 D.O., encon-
trando-se o Reagente A (substrato) em boas condigdes,
indica uma amostra com muita atividade de GOT (que
consome o NADH muito antes de esta leitura) ou com uma
concentracéo de cetoacidos endogenos particularmente
elevada. Neste caso, repetir a determinagdo com amostra
diluida com solugéo fisiologica e multiplicando o resultado
pelo fator de diluigéo ja realizada.

- A umidade é causa de deterioragcao do Reagente A.

DESEMPENHO

a) Reprodutibilidade: processando segundo o documento
EP5A do NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory
Standards), obteve-se o seguinte:

Precisao intra-ensaio (n = 20)

Nivel D.P. C.w.
37 U/ +1,6 U/l 4,4 %
180 U/l +2,4 Ul 1,3 %

Precisao total (n = 20)

Nivel D.P. C.V.
37 Ul +1,8 U/ 4,9 %
180 U/l +2,8 Ul 1,6 %

b) Sensibilidade: depende do fotémetro empregado e da
comprimento de onda. Em espectrofotémetros com cubetas
de faces paralelas de 1 cm de espessura, para um AA/min
de 0,001 a mudanga minima de atividade detectavel sera
de 1,8 U/l (a 340 nm e 30 ou 37°C).

c) Faixa dinamica: o intervalo Util de leitura prolonga-se até
0,200 AA/min (a 340 nm). Se a AA/min é superior a 0,200
(a 340-334 nm) ou 0,100 (a 366 nm) deve-se repetir a de-
terminagao com amostra diluida (1:5 ou 1:10) com solugao
fisiolégica, corrigindo os resultados.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programacéo consultar o manual de uso do analisador
a ser utilizado.

APRESENTAGAO
- 10 x 20 ml (200 ml Reagente B) (Cod. 1751302).
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