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TGP

FUNDAMENTO
A TGP catalisa a transferência do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com formação de glutamato e piruvato. O piruvato formado reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloração máxima pela adição de hidróxido de sódio. A intensidade de coloração é proporcional à atividade enzimática da amostra.

APLICAÇÃO CLÍNICA

Juntamente com outras enzimas, a dosagem da TGP é mais empregada para o diagnóstico de doenças hepáticas. Valores elevados dessa enzima podem ser encontrados em diversas patologias, como: hepatites, cirrose, necrose hepática, colestase, isquemia hepática, tumor hepático, drogas hepatotóxicas, icterícia obstrutiva, miosite e pancreatite.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro, Plasma (EDTA, Heparina) e Líquor.

Estabilidade e armazenamento da amostra

A atividade enzimática é estável por 4 dias entre 2-8ºC e 2 semanas a 10 ºC negativos.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com sinais de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

TGP

CAT. 353

MS 80022230150
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
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Componentes do kit

1- Padrão – Contém piruvato de sódio 2 mmol/L Conservar entre 2-8ºC.
2-TGP-Substrato - Contém tampão pH 7,4; L-alanina 100 mmol/L; ácido alfa-cetogutárico 2 mmol/L e azida sódica 15,4 mmol/L. Conservar entre 2-8°C.
3- Reagente de Cor - Contém 2,4-dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L; ácido clorídrico 1 mol/L. Conservar entre 2-8ºC.
4- NaOH-Estoque - Contém hidróxido de sódio 1,25 mol/L. Conservar na temperatura ambiente.
Estabilidade
Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
O Padrão (1), o TGP – Substrato (2) e o Reagente de Cor (3) devem ser mantidos na temperatura de 2-8°C.
Conservar o NaOH – Estoque (4) na temperatura ambiente.

Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste. 

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes. 

4- O TGP-Substrato (2) contém azida sódica como conservante. Não ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa. 

5- O Reagente de Cor (3) e o reagente NaOH-Estoque (4) são corrosivos. Manipular com cuidado para evitar queimaduras.

6- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura 490 – 540 nm);
· Banho – Maria ou termostatizador na temperatura constante de 370C;

· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro;
•     Papel milimetrado ou semilog para traçar curva de calibração.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados. 
Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Preparo do NaOH de Uso

Transferir quantitativamente o conteúdo do frasco de NaOH-Estoque (4) para um balão volumétrico de 500 mL e completar o volume com água destilada ou deionizada livre de CO2. 

Homogeneizar bem e armazenar em frasco plástico na temperatura ambiente. Estável 12 meses.

CÁLCULOS ATRAVÉS DA CURVA DE CALIBRAÇÃO
A metodologia de Reitman-Frankel para a dosagem das transaminases (TGO e TGP) não obedece a Lei de Lambert-Beer, isto é, as Unidades RF de TGO ou TGP/mL não são diretamente proporcionais à atividade enzimática. Portanto, não é possível usar o método do fator para cálculo das unidades, sendo obrigatório à preparação da curva de calibração.

*Unidades Reitman-Frankel/mL = U RF/mL

Curva de Calibração
Técnica: 
1-Tomar 5 tubos e seguir as instruções abaixo.
* Volumes indicados nas tabelas = mL

	Tubo
	1
	2
	3
	4
	5

	Padrão
	------
	0,05
	0,10
	0,15
	0,20

	TGP- Substrato
	0,50
	0,45
	0,40
	0,35
	0,30

	Água deionizada
	0,10
	0,10
	0,10
	0,10
	0,10

	Reagente de Cor
	0,50
	0,50
	0,50
	0,50
	0,50


2-Misturar e deixar na temperatura ambiente por 20 minutos.

	Tubo
	1
	2
	3
	4
	5

	NaOH de Uso
	5
	5
	5
	5
	5


3-Homogeneizar bem. 

4-Esperar 5 minutos na temperatura ambiente.

5-Determinar as absorbâncias (A) ou transmitâncias (T%) em 505 nm ou filtro verde (490 a 540), acertando o Zero com água destilada.

6-A cor é estável por 60 minutos.

Traçado da Curva de Calibração

Traçar a curva de calibração correlacionando as leituras obtidas com os valores em U RF/mL, expressos na tabela abaixo.

Para leituras fotométricas em absorbância usar papel linear (milimetrado) e para leituras em transmitância (T%) usar papel monolog (semilog).

	Tubo
	1
	2
	3


	4
	5

	TGP (U/mL)
	zero
	28
	57
	97
	150


PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

DOSAGEM DO TESTE
Técnica: 
1-Tomar 1 tubo e seguir as tabelas:

	Tubo
	Teste

	TGP- Substrato(2)
	0,25 mL


2-Incubar em banho-maria a 37 ºC por 2 minutos.
O nível da água no banho deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio.

	Tubo
	Teste

	Amostra
	0,05 mL


3-Misturar. Incubar em banho-maria a 37 ºC exatamente por 30 minutos.

	Tubo
	Teste

	Reagente de Cor (3)
	0,25 mL


4-Misturar e deixar na temperatura ambiente por 20 minutos.

	Tubo
	Teste

	NaOH de Uso
	2,5 mL


5-Homogeneizar. Esperar 5 minutos na temperatura ambiente.

6-Determinar as absorbâncias ou T% em 505 nm ou filtro verde (490 a 540), acertando o Zero com água destilada.

7-A cor é estável por 60 minutos.

CÁLCULOS

Obter o valor de TGP usando a Curva de Calibração (Ver Linearidade).

RESULTADOS
Conversão de Unidades (U RF/mL para SI):  U/L = U RF/mL x 0,482

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código ---------  e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento  de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade : PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA 

Soro ou plasma: 4 a 32 URF/mL ou 1,9 a 15,4 U/L.
Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência. 
SIGNIFICADO CLÍNICO

A alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutâmico-pirúvica (GPT ou TGP) é uma enzima encontrada predominantemente no fígado, em concentração moderada nos rins e em menores quantidades no coração e nos músculos esqueléticos. Na célula hepática, a ALT localiza-se no citoplasma (90%) e na mitocôndria (10%).
Qualquer lesão (injúria) tissular ou doença afetando o parênquima hepático liberará uma maior quantidade da enzima para a corrente sanguínea, elevando os níveis séricos da ALT.
Em geral, as causas mais comuns de elevação dos valores de ALT no sangue ocorrem por disfunção hepática. Desta maneira, a ALT além de ser sensível é também bastante específica para o diagnóstico de doença hepatocelular.
Convém ressaltar que uma lesão tecidual nos rins, coração e nos músculos esqueléticos também provoca uma maior liberação de ALT para a corrente sanguínea, elevando seus níveis séricos. Assim, diante de um quadro clínico de miosite ou de uma rabdomiólise grave, os valores de ALT podem elevar-se tanto quanto na hepatite virótica aguda.
Na hepatite virótica, na mononucleose infecciosa e na lesão hepatocelular induzida por drogas, o grau e a frequência da elevação dos níveis de ALT são praticamente os mesmos da AST. Já nos casos de cirrose ativa, hepatopatia alcoólica aguda, congestão hepática passiva, obstrução dos ductos biliares extra-hepáticos e tumor metastático do fígado, os níveis de ALT encontram-se frequentemente menos elevados do que os da AST.
A relação AST/ALT (Índice DeRitis) tem sido empregada algumas vezes para auxiliar no diagnóstico diferencial das hepatopatias. Na hepatite virótica aguda, a relação AST/ALT é sempre menor que 1, enquanto que nas outras doenças hepatocelulares (cirrose, hepatites crônicas, etc) é sempre > 1.
Valores elevados: São mais comumente verificados nas seguintes patologias: hepatites, cirrose, necrose hepática, colestase, isquemia hepática, tumor hepático, drogas hepatotóxicas, icterícia obstrutiva, miosite e pancreatite.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até o valor de 150 unidades/ mL. Para valores maiores, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%) e realizar uma nova determinação. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluição empregado. Esta diluição deve ser tal que amostra diluída forneça valores de TGP entre 50 e 120 unidades/ mL.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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