Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

<’ nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

_Estudo para a determinacao dos valores de referéncia das enzimas aspartato
aminnotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama- glutamil

transferase (GGT), no soro

Study for the determination of the reference values of the enzymes aspartate aminnotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT) and gama- glutamyl transferase (GGT), in serum

Marta Alvim, Ana Catarina Alves, Margarida Vaz, Suza Almeida, José Vicente Constantino, Mafalda Bourbon

marta.alvim@ insa.min-saude.pt

Departamento de Promogdo da Salde e Prevencdo de Doencas N&o Transmissiveis, Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

E recomendavel que cada laboratério se baseie em protocolos e procedi-
mentos operacionais comuns com a finalidade de obter valores de refe-
réncia “comuns” e “harmonizados” a nivel nacional. O objetivo deste tra-
balho foi determinar os valores de referéncia das enzimas AST, ALT e
GGT. A metodologia teve como base o documento CSLI / IFCC, C28-A3.
A amostra inicial foi de 1688 individuos de Portugal continental, dos quais
1122 foram excluidos apds a andlise dos questionarios (com patologias
e/ou fumadores) de modo a obtermos uma populacdo considerada “sau-
davel”. Apos a quantificagao das enzimas por um método enzimatico, veri-
ficou-se que ndo houve relevancia nos resultados para diferentes grupos
etarios, embora tenha sido observada diferenca estatistica significativa
quanto ao género (p<0,001). Desta forma, foram calculados os valores
de referéncia para o género feminino e masculino respetivamente da
ALT = 7-38U/L e 10-70U/L, da AST = 11-30U/L e 13-53U/L e da GGT =
5-36U/L e 7-80U/L, através do programa IBM SPSS Statistics versao 25.
Os valores de referéncia, no caso do género feminino, foram muito seme-
Ihantes aos descritos nos folhetos informativos, enquanto no género mas-
culino verificaram-se valores superiores.

_Abstract

It is recommended that each laboratory base itself on common proto-
cols and operating procedures in order to achieve “standard” reference
values at national level. The aim of this work is to determine the refer-
ence values of the enzymes AST, ALT and GGT. The methodology used
was based on the document CSLI / IFCC, C28-A83. From the initial sam-
ple of 1688 individuals from mainland Portugal, 1122 were excluded due
to the analysis of the questionnaires, (whith pathologies and/or smokers)
to obtein a population considered healthy We studied 566 serum sam-
ples and quantification of enzymes by an enzymatic method in Cobas
INTEGRA 400 Plus, showed no significance diferences in the results for
several age groups, although a statistically significant difference was
observed regarding gender (p<0,001). Therefore, the reference values
for females and males respectively were calculated for ALT = 7-38U/L
and 10-70U/L, for AST = 11-30U/L and 13-53U/L and for GGT = 5- 36U/L
and 7-80U/L, through the IBM SPSS Statistics version 25 program. The
reference values, for females, were very similar to those described by
other publications, while for males, higher values were found.
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_Introdugao

Os valores de referéncia fornecidos nos relatérios dos labo-
ratorios tém um papel muito importante para auxiliar o clinico
a interpretar os resultados dos testes em relagao as popula-
cOes saudaveis. A Federacdo Internacional de Quimica Cli-
nica (IFCC, na sigla em inglés) recomendou que cada labo-
ratério definisse os seus préprios valores de referéncia (1),
A diretriz C28-A3 publicada pelo Instituto de Padrdes Cli-
nicos e Laboratoriais (CLSI, na sigla em inglés) é fonte de
referéncia nesta area, para que hajam valores de referéncia
“comuns” e “harmonizados” a nivel nacional (2:2),

Neste sentido, importa determinar os valores de referéncia
das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT).
As transaminases s&o enzimas préprias do figado, embora
nao sejam exclusivas deste érgéo e tém como fungéao trans-
ferir o grupo amina de um aminoacido para um cetoacido
(origem do nome). Tanto a AST sérica como a ALT apresen-
tam valores elevados quando os processos patoldgicos afe-
tam a integridade celular hepatica, sendo a ALT uma enzima
mais especifica do figado. Além disso, o aumento da ativi-
dade da ALT persiste durante mais tempo do que 0 aumento
da atividade da AST. A GGT é utilizada no diagnostico e
monitorizacdo das doencas hepatobiliares, sendo também
um teste de despistagem para o alcoolismo oculto. Os valo-
res de referéncia sdo calculados através de andlise estatis-
tica da distribuicao dos valores obtidos de uma populacao
considerada saudavel, em que os limites sdo calculados e
definem os valores de referéncia.
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_Objetivo

O objetivo deste trabalho é determinar os valores de referén-
cia das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT),
numa amostra da populacdo portuguesa, bem como descre-
ver o procedimento para o célculo dos mesmos.

_Métodos

Com base no documento CSLI / IFCC, C28-A3 (2) e ap6s a
avaliagc@o dos questiondrios foram aplicados os critérios
de exclusao e particionamento de forma a que os valores
de referéncia sejam determinados com base em uma popu-
lacdo “saudavel”. A amostra foi selecionada do Estudo de
prevaléncia de fatores de risco cardiovascular na popula-
cao portuguesa (e_COR), onde participaram 1688 indivi-
duos, distribuidos pelas cinco regides de Portugal conti-
nental (318 do Algarve, 349 de Lisboa, 340 do Norte, 338
do Centro e 343 do Alentejo). Foram excluidos 826 partici-
pantes por apresentarem patologias, bem como 296 parti-
cipantes por serem fumadores.

A fase pré-analitica é conhecida por ter os maiores erros no
processo e envolve fatores bioldgicos e metodoldgicos (4:5),
foram considerados e respeitadas com rigor todos esses
fatores, tendo sido feitas as colheitas aos individuos apos
um jejum de 12h, sendo as condigdes de transporte e arma-
zenamento feitas segundo as indicagdes do fabricante (6).
A fase analitica inclui o método, o equipamento, os reagen-
tes entre outros fatores. Foi utilizado para a quantificacao
das trés enzimas o mesmo equipamento, Cobas INTEGRA
400 Plus-da Roche. O método para a determinagdo da ativi-
dade catalitica das enzimas ALT e AST esta de acordo com
a IFCC, mas sem piridoxal-5-fosfato e para o doseamento
da GGT foi utilizado um método padronizado contra Szasz.
O calculo dos valores de referéncia inclui métodos de cal-
culo nao paramétricos de acordo com a distribuicao dos
dados, detecdo de outilers pelo método de Dixon (7:8), par-
ticionamento e intervalos de confianca. Os limites de refe-
réncia inferiores foram calculados com 0 2,5 percentil e 0s
limites superiores com o 97,5 percentil da distribuicdo dos
valores obtidos da populacéo “saudavel” (3).

_Resultados

Foram excluidos 826 participantes devido a presenca de
doencas e com resultados laboratoriais indicativos de dia-
betes (glucose > 126 mg/dl e /ou valor de hemoglobina gli-
cada (HbA1c) > 6,5%) e hipercolesteremia (colesterol total
> 240 mg/dl e/ou valor de colesterol-LDL > 160 mg/dl).

Dos restantes 862 participantes, 566 nao eram fumadores
e 296 eram fumadores, foi aplicado o teste de normalidade
Kolmogorov- Smimov para cada um dos parametros, obten-
do-se uma distribuicao “nao normal “, e como tal aplicou-se
o teste de Mann-Whitney, para verificar se os fumadores da
populacéo de referéncia deviam ser excluidos. Para a enzima
GGT o grupo de nédo fumadores e fumadores foram estatis-
ticamente diferentes (p=0,04), levando a exclusédo do grupo
dos fumadores (grafico 1).

As andlises subsequentes foram realizadas com amostras de
566 participantes, a fim de avaliar a necessidade de particio-
namento da amostra quanto as faixas etarias foram definidos
inicialmente 3 grupos etdarios (18 a 34 anos, 35 a 64 anos e
65 a 79 anos). Apdés uma avaliacao estatistica verificou-se
ndo apresentar relevancia, desta forma a amostra foi avaliada
dos 18 aos 79 anos.

Posteriormente procedeu-se a avaliagdo quanto ao género
e neste caso a analise estatistica (Mann-Whitney), demons-
trou uma diferenca significativa nos resultados das ativi-
dades enzimaticas avaliadas no soro, consoante 0 género
(p<0,001) (grafico 1).
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Grafico 1: ] Resultados médios da atividade das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e gama- glutamil transferase (GGT), comparativos entre os grupos dos fumadores e ndo fumadores (a)
e em relagéo ao género (b).
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Os valores de referéncia foram calculados através do pro-
grama SPSS Statistics versao 25. por um método nao-para-
métrico com base na frequéncia dos resultados para cada

Tabela 1:

pardmetro, em que o limite inferior corresponde ao percen-
til 2,5 e o limite superior corresponde ao percentil 97,5 com
um intervalo de confianga 95 % (5:9) (tabela 1).

Valores de referéncia para as enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT), consoante o género.

Feminino

Parametros (U/L 37°C) ALT AST
N.° resultados 318 317
Médias 15,19 17,68
2,5 7,00 11,00

5 8,00 12,00

25 11,00 15,00

Percentis 50 14,00 17,00
75 17,00 19,00

95 27,00 25,00

97,5 38,02 30,10

_Discussao e conclusdo

Idealmente cada laboratorio deveria definir os seus pro-
prios valores de referéncia, porém se isso ndo for possi-
vel, devido a dificuldade de selecionar uma populacéo de
referéncia considerada “saudavel” e o custo inerente, deve-
ria validar os valores de referéncia a utilizar, analisando no
minimo 20 amostras (5:19). Com especial atengéo aos crité-
rios de exclusédo e particionamento, fatores pré-analiticos
e métodos analiticos, deve-se ser capaz de agrupar dados
de varios locais, reduzindo assim enormemente 0 numero
de amostras que cada laboratério precisa selecionar e pro-
ceder ao doseamento e analise. Essa é a ideia por tras dos
testes multicéntricos para estabelecer intervalos de refe-
réncia (5).

Neste trabalho houve particionamento da amostra quanto
ao género, mas ndo houve necessidade de dividir a amos-
tra emrelagao as diferentes faixas etarias, uma vez que néo
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Masculino
GGT ALT AST GGT
319 241 241 238
13,18 26,65 23,27 25,05
5,00 10,00 13,05 7,00
6,00 11,00 14,00 9,00
8,00 16,50 18,00 13,75
11,00 23,00 21,00 18,50
15,00 31,50 26,00 29,00
29,00 55,90 36,90 69,10
36,00 69,85 52,95 80,03

foram relevantes as diferencas de atividade enziméatica em
adultos, embora seja nos individuos com idades inferiores
aos 18 anos.

Os valores de referéncia, no caso do género feminino, foram
muito semelhantes aos descritos nos folhetos informati-
vos da casa comercial sugeridos para estas metodologias,
enguanto no género masculino verificaram-se valores supe-
riores aos descritos nos folhetos informativos.

Como tal os valores de referéncia calculados para o géne-
ro masculino devem ser alvo de novos estudos de forma
a se verificar se houve influéncia de outros fatores, como
0 consumo de bebidas alcodlicas que podem nao ter sido
devidamente identificados na selegdo da populacdo de refe-
réncia considerada “saudavel”. Foram descritos outros estu-
dos (9:11.12) que apresentavam, também, valores superiores
para algumas destas enzimas, facto que corrobora com a
ideia da necessidade de iniciar mais estudos de forma a har-
monizar os valores de referéncia.
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Muitos, se ndo a maioria, dos métodos que usamos nos
laboratérios clinicos sdo mais do que adequados do ponto
de vista analitico. Em contraste, os intervalos de referéncia
que acompanham os resultados dos testes em relatérios
laboratoriais merecem um maior escrutinio.

Este trabalho realga a importéncia dos valores de referéncia
serem confiaveis e precisos para ajudar o clinico a interpre-
tar os resultados dos testes para populagdes saudaveis.

Para estudos futuros do célculo de valores de referéncia,
o0 efeito genético parece ser a drea mais desafiadora bem
como os estudos de valores de referéncia para faixas eta-
rias pediatricas e geriatricas, limites de decisao clinica e
particionamento por efeitos genéticos (3.
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