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RESUMO

A colorimetria e a espectrofotometria podem ser conceituadas como um
procedimento analitico através do qual se determina as concentracbes de
espécimes quimicas mediante a absorcao de luz. Uma solucdo quando iluminada
por luz branca, apresenta uma cor que é resultante da absorcéo relativa dos varios
comprimentos de onda que a compdem. Esta absor¢cdo, em cada comprimento de
onda, depende da natureza da substancia, de sua concentracdo e da espessura da
mesma que é atravessada pela luz. A espectrofotometria € amplamente utilizada nas
analises bioquimicas para a determinacdo de biomoléculas das quais permitem
chegar a um resultado analitico cientifico ou a um diagnostico. Neste contexto, 0
presente artigo trata-se de uma reviséo bibliografica sobre a aplicacdo desta técnica
guantitativa nas analises bioquimicas.
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INTRODUCAO

Os conhecimentos adquiridos com estudos bioquimicos aliados aos
conhecimentos das areas exatas como a quimica e a fisica permitiram o
desenvolvimento de inimeras técnicas e metodologias analiticas que se difundiram
a todos os laboratérios, sendo eles de pesquisas ou clinicos. Segundo Cisternas et
al. (2005, p.5), o emprego de técnicas fisico-quimicas serve tanto a quimica quanto
a biologia e tem permitido reduzir a maioria dos fendbmenos celulares a termos
moleculares.  Assim, pode-se dizer que qualquer evento descrito
macroscopicamente, descrito pela anatomia e fisiologia, existe uma razao
microscopica, ao nivel celular, que por sua vez relaciona-se intimamente com 0s
mecanismos moleculares. Por sua vez, muitos desses mecanismos foram descritos
gracas a pesquisas que fizeram o uso de metodologias laboratoriais.

Estas idéias valem tanto para o normal como para o anormal, ou seja, as
patologias, que a muito foram descritas macro e microscopicamente tém sempre,
como causas, alteracbes do funcionamento celular e seu mecanismo metabdlico.

Entdo, por meio do uso de técnicas fisico-quimicas, as andlises clinicas foram



beneficiadas enormemente com os métodos quantitativos de analises que utilizam,
por exemplo, a espectrofotometria (CISTERNAS, et al. 2005).

Por exemplo, por meio da espectrofotometria aplicada as analises clinicas e
por outras tecnologias, diretrizes da &rea meédica foram sendo estabelecidas e
delineadas para a condugcdo de um diagndéstico mais consistente e assertivo,
possibilitando assim um encaminhamento terapéutico eficaz. Segundo Cerri et al.,
(2004, p.2), responsaveis pelo Projeto Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira e
Conselho Federal de Medicina, tais condutas possuem o intuito de auxiliar nas
decisBes médicas e, consequentemente, otimizar o cuidado aos pacientes.

O presente estudo tem por objetivo discorrer a respeito dos fundamentos da
técnica de espectrofotometria e sua aplicacdo nas andlises clinicas. Adicionalmente,
0 mesmo apresenta e discute metodologias analiticas padrdo, seus principios e

interpretacbes em patologicas que acometem o ser humano.

1. Fundamentos da Espectrofotometria

Segundo Motta (2009, p.15), a fotometria e a espectrofotometria estudam a
medicdo das grandezas relativas a emissdo, a recepcdo e a absorcdo da luz. Em
bioquimica clinica, tais medi¢cdes sao essenciais para a compreensao de disfuncdes
metabolicas desencadeadas por alguma patologia. Ainda de acordo o autor, as
medicdes sdo analisadas quantitativamente baseadas na absorcdo de luz por
solugdes, como por exemplo, urina, plasma ou soro.

Os fotocolorimetros e espectrofotdmetros sédo os instrumentos que efetuam as
medicdes. Aliadas a esses instrumentos, estdo as reacfes de identificacdo e
caracterizacdo de biomoléculas como carboidratos, proteinas, lipidios, colesterol
entre outras, que no passado foram elucidadas e desenvolvidas por quimicos e
bioquimicos (HIRANTO et al., 2001, p.25). Neste contexto, a industria farmacéutica
construiu kits comerciais de analises que possibilitam chegar a resultados
guantitativos com certa rapidez e seguranca. Hoje, estdo disponiveis no mercado
inimeros kits para diagndsticos de diversas patologias, das mais diferentes marcas,
gue se baseiam nos principios da espectrofotometria e bioquimica.

O principio da espectrofotometria baseia-se na absorcdo da luz por moléculas
dispersas em uma solucédo. As radiacdes eletromagnéticas, que compdem a luz,
com comprimento (A). de onda entre 380 e 750 nm s&o visiveis ao olho humano,

constituindo numa pequena parcela do espectro eletromagnético. A zona do



espectro cujas radiagbes possuem um comprimento de onda abaixo de 380 nm é
denominada ultravioleta (UV), j& aquelas que possuem comprimento de onda acima
de 750 nm correspondem a zona infravermelha (MOTTA, 2009, p.16)

A luz branca, quando passa por um prisma, é decomposta em raios de luz
com distintos comprimentos de onda, que sao projetados em faixas que vao do
vermelho ao violeta, sendo entdo chamado de espectro de emisséo. Assim, cada
espectro luminoso possui um intervalo de comprimento de onda em nandmetros
(tabela 01).

Tabela 01. Intervalos de comprimento de onda no espectro eletromagnético

Cores Intervalos de A (nm)

Ultravioleta (n&o visivel) <380

Violeta 380 - 450

Azul 450 - 500

Verde 500 - 570

Amarela 570 - 590

Alaranjada 590 — 620

Vermelha 620 — 750

Infravermelha 750 a 2.000

Segundo principios da Fisica, um objeto ou substancia absorve toda a luz
incidente exceto a do intervalo de comprimento de onda observado pela viséo.
Assim, uma solucdo de cor azul apresenta esta cor pelo fato de ter absorvido as
demais cores que constituem o espectro luminoso terem sido absorvidas. Assim, a
cor de uma solucdo é complementar a luz absorvida (MOTTA, 2009, p.16).

Dependendo a natureza da solucdo que serd examinada, obtém-se os
espectros de absorcao da luz, de modo que a imagem espectral pode servir para a

identificacdo e quantificacdo de uma determinada substancia.

1.1. Leis da Espectrofotometria

Segundo Cisternas et al. (2005, p.7), quando um raio de energia radiante
atravessa uma solucao colorida, a energia incidente (lp) serd sempre mais intensa
que a energia emergente (l). Isso quer dizer que parte da energia radiante foi

absorvida pela solucdo. Outro motivo para esta atenuacdo pode ser atribuida ao




material que constitui o recipiente que se deposita a solugcéo teste chamado de
cubeta.

Para Motta (2009, p.16), o quociente | / Io € denominado Transmitancia (T). Se
lo for igual a 100%, a intensidade de luz emergente poderd ser medida
matematicamente como porcentagem de transmitancia (%T) expressa pela equagao:
%T =T x 100. Mede-se a intensidade de luz absorvida por uma solucéo corada pela
reducdo da medida da intensidade de luz transmitida, a isso d4 se o nome de
Absorbancia (A). Assim, a absorbancia é igual a quantidade de luz absorvida e
transmitancia a fracéo total de luz transmitida. Desse modo, A e T sédo grandezas
inversamente relacionadas. A absorcao de luz trata-se de uma funcao logaritmica,
assim, a relacao béasica entre A e T € expressa pela equacdo: A = - 1og%T/100.
Desenvolvendo esta equacdo matematicamente tem-se: A = - (log %T — log 100); A
= - (log%T + 2); A =-log%T + 2; A= 2 —log%T

Os cientistas Bouger e em seguida Lambert investigaram a relagéo entre a
diminuicdo da intensidade de luz e a espessura do meio absorvente. Ao incidir-se
um raio de luz sobre diversas camadas opticamente homogéneas e de espessuras
conhecidas, observa-se uma proporcao direta entre a espessura das camadas e 0
logaritmo da transmisséo: - logo T = b x k, onde b é a espessura da camada e k uma
constante. Ou seja, a transmissao da luz decresce logaritmicamente com o aumento
linear da espessura da camada (MOTTA, 2009, p.17).

Tem-se, entdo, uma relacdo direta entre absorbancia e a espessura da
camada. Quanto maior a espessura da camada (b), maior a absorbancia. Entao, de
acordo com a Lei de Bouguer-Lambert, pode-se expressar a equacdo: A = b x k.

Outra lei rege os principios da espectrofotometria € a Lei de Lambert-Beer, a
gual afirma que a concentracdo de uma substancia € diretamente proporcional a
guantidade de luz absorvida ou inversamente proporcional a quantidade de luz
absorvida ou inversamente proporcional ao logaritmo da luz transmitida. A relacao
matematica radiante, a concentracdo de uma solucéo e o percurso da luz na solucéo
€ mostrada pela lei de Beer: A = abc, onde A é a Absorbancia; a, a absortividade; b,
0 percurso da luz em solucdo em cm; e c, a concentracdo da substancia de
interesse (NEPOMUCENO e RUGGIERO, 2004, p.99).

Quando c é expresso em mol por litro e b em cm, o simbolo ¢, chamado

absortividade molar (a fracdo de um comprimento de onda especifico de luz



absorvida por um dado tipo de molécula sob condicdes especificas de pH e
temperatura), é usado em lugar de a (NEPOMUCENO e RUGGIERO, 2004).

Na pratica laboratorial, a aplicacdo quantitativa da lei de Beer é realizada pelo
emprego de espectrofotdbmetros, onde séo lidas as absorvancias de uma solugéo-
teste de uma solucéo padrao de concentracdo conhecida, apos submetida a reacdes
apropriadas, e é aplicada a seguinte relacao:

Concentragédo do padrdo = concentracéo do teste

Absorbancia do padrao Absorbancia do teste
Entéo, a concentracdo do teste € calculada:

Concentragéo do teste = Concentracdo do padrao x Abs. do teste

Absorbéncia do teste
Deve-se perceber que neste calculo, considera-se que a espessura das
cubetas que contém as solucdes lidas é constante. Esta relacdo s6 é aplicada
guando a reacao colorimétrica segue a lei de Beer e tanto o desconhecido como o

padrao séo lidos na mesma célula.

1.2. Medidas da Transmitancia e da Absorbéncia:

A transmitancia e a absorbancia das solucdes coloridas sdo medidas por meio
de instrumentos chamados de fotdmetros. Estes instrumentos empregam como fonte
luminosa uma lampada incandescente produtora de luz branca. Potencialmente,
pode-se empregar qualquer comprimento de onda da regido visivel. Para a
resolucdo da luz em determinado comprimento de onda desejado, sédo utilizados
monocromadores que consistem de filtros interferentes ou de absorgéo, prismas ou
reticulos de difracao (espectrofotometros) (PETKOWICZ, et al., 2007, p.93).

A luz atravessa uma solucdo colorida presente em uma cubeta; parte é
absorvida, que depende da intensidade da cor da solugdo. A luz transmitida,
detectada por uma fotocélula, tem intensidade menor que a luz incidente. A
fotocélula converte a energia elétrica, emitindo um sinal que pode ser lido na escala
de um galvanémetro, em percentagem de transmitancia ou em absorvancia.

A determinacdo da absorbancia ou transmitancia de uma solucdo torna
indispensavel o conhecimento da intensidade de da luz incidente e emergente. Séao
varias as dificuldades de ordem técnica para a medida absoluta da luz incidente.

Considera-se entdo, por aproximacdo, a luz incidente igual em intensidade aquela



emergente de uma cubeta do fotdbmetro contendo somente o solvente, aqui chamado
de branco (PETKOWICZ, et al., 2007, p.93).

Desse modo, sdo superadas as dificuldades da determinacdo direta da luz
incidente, assim, como ficam eliminadas a absorc¢éo e a disperséo de luz introduzida
pelas paredes das cubetas, pelo solvente e algumas impurezas.

Portanto, para proceder & medida da absorbancia, introduz-se uma cubeta na
camara de leitura contendo o solvente (branco) e acerta-se o aparelho para que a
absorbancia seja zero, ou 100% de transmitancia. Substitui-se o branco pela cubeta
contendo a solucéo teste ou padréo e |é-se a absorbancia da mesma.

1.3. Curva de Calibracgéo:

Para diminuir a possibilidade de erro por tomar uma Unica concentracao da
solucdo padrdo, € recomendado adotar a constru¢cdo da curva de calibracdo ou
também chamada de curva padréo, da qual é feita em gréafico (REMIAO et al., 2003).

Neste contexto, prepara-se uma seérie de solugdes com concentracdes
conhecidas e de forma crescente de uma determinada substancia a ser dosada por
dado método e mede-se as respectivas densidades oticas (D.O.) ao fim do processo
(HIRANO et al., 2001, p.37).

Anotam-se no eixo da abcissa as concentracdes e no eixo da ordenada as
respectivas D.O. obtidas. Deve-se preparar um tubo contendo todos os reativos
exceto a substancia a ser dosada, sendo entdo chamada de branco. Nesta solucéao
a concentracdo entdo € zero. As D.O. do branco deverdo ser descontadas das
demais para se obter, unicamente, as D.O. da substancia nas varias concentracdes.
Uma alternativa €, quando possivel, regular o fotbmetro de modo que a D.O. do
branco coincida com o valor zero (REMIAO, et al., 2003, p. 99).

Quando uma substancia segue a lei de Beer, a curva padrdo pode ser
construida com um pequeno numero de pontos, como, por exemplo, utilizar apenas
5 concentracbes conhecidas. No entanto, quando uma substancia ndo segue tal lei,
a curva deve ter 10 (dez) ou mais pontos.

Segundo Hirano et al., (2001, p.37) no caso de substancia que seguem a lei
de Beer, 0s eventuais erros podem ainda ser reduzidos pela correcdo da curva
padrdo, calculando-se o fator da reta (F) que resulta da divisdo do somatorio das

concentragodes (C) pelo somatério das D.O., conforme a formula: F = £Cq/ ZD.O.



Ainda, segundo Remido et al., (2003, p.99), os procedimentos fotométricos
devem ser realizados em regides do espectro em que as diferencas de concentracao
ocasionem as maiores diferencas possiveis nas respectivas D.O. Para isso, €
necessario preparar duas solucfes da substancia a ser analisada de modo que uma
seja 0 dobro da concentragdo da outra e determinar a transmitancia com diversos
filtros de um fotocolorimetro ou em diversos comprimentos de onda (A) de um
espectrofotbmetro, para estas duas solucdes. Assim, registra-se num grafico T
contra A e escolhe-se a melhor regido. Em outras palavras, determina-se o espectro

de absorcao da substancia a ser analisada, em duas concentragdes conhecidas.

1.4. Espectrofotometro:

O espectrofotometro é um instrumento compacto e de facil operagdo. Ele
pode ser aplicado em medicdo de transmitancia, absorbancia e leitura direta de
concentracdo de material transparente. Sdo amplamente empregados no campo da
higiene e medicina, exames clinicos, bioquimica, engenharia quimica de
combustiveis, monitoramento e inspec¢do do meio ambiente, controle de qualidade
para analises qualitativas e quantitativas em relacdo a amostras (HIRANO, et al.,
2001, p.37).

Os espectros podem ser obtidos com aparelhos do tipo esquematizado na

figura 01, cujos componentes principais sao:
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Figura 01. Esquema Optico dos principais componentes do espectrofotbmetro. As letras
representam: (a) fonte de luz, (b) colimador, (c) prisma ou rede de difracéo, (d) fenda seletora de
X, (e) compartimento de amostras com cubeta contendo solucdo, (f) célula fotelétrica, ()
amplificador. Fonte HIRANO et al., 2001)

a) Fonte de luz policromatica depende do comprimento de onda desejado. Podem
ser de lampada de tungsténio (luz branca) e para visivel de hidrogénio (ultravioleta).

b) Colimador que reflete um feixe de raios paralelos sobre 0 monocromador.



c) Monocromador que pode ser um prisma ou uma grade de difracdo para
dispersar a luz.

d) Fenda que deixa passar um feixe monocromatico cujo comprimento de onda
depende da posicéo do prisma.

e) Luz incidente é o feixe monocromatico que passou pela fenda.

f) Célula fotoelétrica que é um detector sensivel a radiacdo luminosa.

g) Amplificador que recebe e amplifica o sinal detectado.

2. Reacbes Colorimétricas e suas correlacdes

Com alguma frequéncia é necessério quantificar substancias em misturas
complexas, ou que ndo absorvem significativamente a luz a nenhum comprimento
de onda, assim, utiliza-se os chamados métodos colorimétricos. Neles uma
determinada substancia entra em contato com um reagente especifico produzindo
entdo uma cor, cuja intensidade, € diretamente proporcional a concentracdo da
substancia na mistura original (GORDON, 1995, p.324).

Neste contexto, ao longo das pesquisas na area da Bioquimica, varias
reacdes foram desenvolvidas das quais detectam, especificamente, a presenca de
biomoléculas em solucbes desenvolvendo cores variadas. Assim, tais reacodes
puderam ser utilizadas para a determinacdo qualitativa e quantitativa de
biomoléculas em diversas amostras, sendo entdo aplicadas as analises clinicas para
diagnosticos de diabetes, lipidemias, colesterolemias, proteindrias e produtos
nitrogenados como &cido Urico, uréia e amoénia, enzimas como amilase, lipase,
fosfatase alcalina, fosfatase acida, aminotransferases, lactato desidrogenas entre

outras, além de ions como calcio, sodio e potassio.

2.1. Determinacéao de glicose pelo método da O-toluidina

Nesse método a glicose reage com a o-toluidina (orto-toluil) em meio acido e
a quente, resultando glicosamina e base de Schiff correspondentes. Esta reacéo
desenvolve cor azul que é proporcional a quantidade de glicose até 200 mg/dL
presente na amostra que pode ser soro, plasma, urina ou liquor. Os valores normais
do soro ou plasma € de 75 a 110mg/dL, sangue total de 80 a 120 mg/dL e urina zero
(ausente) e a leitura espectrofotométrica € feita entre 600 a 650 nm. (CISTERNAS et
al., 2005, p. 13).



A dosagem de glicose € amplamente utilizada na determinacdo da glicemia.
Esta dosagem torna-se extremamente importante no diagnéstico de doencas como a
diabetes mellitus (tipo 1 e tipo 2), diabetes mellitus gestacional, diabetes tipo MODY
(do inglés, Maturity onset diabetes of the young) (SBEM, 2004, p.3).

Para o diagnéstico do diabetes, devem ser seguidos métodos e critérios
especificos dos quais irdo determinar glicemia casual, glicemia de jejum, glicemia

poés-prandial, glicosuria entre outros sinais clinicos.

2.2. Determinacdo de Lipidios Totais

Os lipidios totais incluem os triacilgliceréis, colesterol e seus ésteres, acidos
graxos nao esterificados, fosfolipideos, horménios esteroidais e vitaminas
lipossoluveis (CHAMPE et al., 2006, p. 171). O material que € utilizado € o soro do
gual é aquecido em banho-maria fervente em presenca de acido sulfarico
concentrado. O reativo de fosfo-vanilina reage com uma fracdo de soluca sulfurica,
para formar um composto de coloragéo résea, cuja intensidade de cor é proporcional
a concentracao de lipidios totais da amostra, sendo os valores normais de referéncia
de 20 a 30 anos de idade de 400 a 700 mg/dL e acima dos 30 até 900 mg/dL e a
leitura espectrofotométrica deve ser feita entre 500 a 550 nm. (CISTERNAS et al.,
2005, p.15).

2.3. Determinacéo de Colesterol Total

O método de Huang e colaboradores modificado tem como o principio a
precipitacdo de proteinas pelo anidro acético, retirando a agua de solvatacdo das
mesmas e, a0 mesmo tempo, contribuindo para a formacédo de um complexo. Com a
adicdo de acido sulfarico, o mesmo dissolve o precipitado, pois baixa o pH além do
pl (ponto isoelétrico) das proteinas. Pela desidratacdo que ocorre no nivel insaturado
do nucleo do colesterol, forma-se um derivado sulfénico de coloracdo verde, cuja
intensidade é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol existente na
amostra (MOTTA, 2000, p.261).

2.4. Determinacédo de Proteinas Totais pelo Método do Biureto
A reacdo do biureto é caracteristica para identificacdo de proteinas, sendo
positiva quando ha no minimo 3 ligagfes peptidicas (NEPOMUCENO e RUGGIERO,
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2004, p.99). O biureto € formado pelo aquecimento da uréia a 180°C, havendo a
liberacdo de uma molécula de amdnia. Solugbes fortemente alcalinas de biureto, em
presenca de sulfato de cobre diluido, desenvolvendo uma coloracdo violeta. A
coloracdo desenvolvida deve-se a formacdo de um complexo entre o ion cuprico
(Cu™) e 4 atomos de nitrogénio. As proteinas d&o positiva a reacdo pela existéncia
das vérias ligacdes peptidicas, formando-se o complexo entre duas cadeias
adjacentes (HIRANO et al., 2001, p.81).

O complexo formado entre o ion cuprico e as multiplas ligacdes peptidicas
das proteinas apresenta um ponto maximo de absorbancia em 545nm (filtro verde
do equipamento) (CISTERNAS et al., 2005, p. 16).

2.5. Determinacgéo de Albumina Sérica pelo Método do Verde de Bromocresol

A albumina é uma proteina plasmatica que tema funcdo de transportar
diversas biomoléculas, como por exemplo, calcio, horménios entre outras
(RHOADES E TANNER, 2005, p. 601). Segundo Cisterinas et al., (2005, p.16), a
albumina possui a propriedade de se ligar a certos corantes, os quais mudam de cor
ligados a ela, em meio tamponado. O verde de bromocresol, em pH 4.2, apresenta
cor amarela e quando combinado a albumina adquire coloracdo verde, cuja
intensidade € diretamente proporcional a concentracdo de albumina existente na
amostra. Os valores normais séao de 3,8 a 5,1 g/dL e a leitura espectrofotométrica &
feita entre 600 a 650 nm.

2.6. Determinacéo de Creatinina pelo método de Jaffé

A creatinina é produzida a partir da creatina no musculo. A creatina, por sua
vez, é sintetizada no figado, rim e pancreas e é transportada para as células
musculares e cérebro, onde ¢é fosforilada a creatina-fosfato que atua como
reservatorio de energia (GARCIA E KANAAN, 2008, p.37) Tanto a creatina-fosfato
como a creatina, em condicdes fisioldgicas, espontaneamente perdem o &cido
fosforico ou agua, respectivamente, para formar seu anidro, a creatinina. A
creatinina difunde do musculo para o plasma de onde €é removida, quase
exclusivamente, pela filtracdo glomerular e excretada na urina. Em presenca de
teores marcadamente elevados de creatinina no plasma, parte da mesma é também
excretada pelos tabulos renais. A quantidade de creatinina excretada diariamente é

uma funcdo da massa muscular e ndo é afetada pela dieta pela dieta, idade ou
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exercicio e corresponde a 2% das reservas corpéreas da creatina-fosfato. A mulher
excreta menos creatinina do que o homem devido a menor massa muscular
(MOTTA, 2000, p. 125).

A creatinina reage com o acido picrico em meio alcalino (pH 12,4, reacao de
Jaffé) produzindo o picrato de creatinina, tautbmero de cor vermelha, proporcional a
concentracdo de creatinina existente na amostra. A leitura espectrofotométrica é
feita entre 450 a 510 nm.

2.7. Determinacéo de Uréia

A uréia constitui 45% do nitrogénio ndo-protéico no sangue. E sintetizada no
figado a partir do diéxido de carbono e amdnia, sendo esta proveniente da
desaminacdo dos aminoacidos, em todos os tecidos, como produto final do
catabolismo protéico (MOTTA, 2000, p. 119). Apos sua sintese hepatica, a uréia €
transportada pelo plasma até os rins, onde é rapidamente filtrada pelos glomérulos,
€ excretada na urina, embora mais de 40% seja reabsorvida por difusdo passiva
durante a passagem do filtrado pelos tubulos. O nivel no plasma € notadamente
afetado pela funcao renal, pelo conteudo protéico da dieta e pelo teor de protedlise.

O fundamento da determinacdo da uréia basea-se na hidrolise acida da
diacetilmonoxima a diacetil, a qual reage diretamente com a uréia na presenca de
tiosemicarbazida (que intensifica a cor) e ions de cadmio (que estabiliza a cor).
Assim, forma um derivado diazidico de coloracdo rosea, cuja intensidade é
diretamente proporcional a concentracdo de uréia presente na amostra. Os valores
normais para soro ou plasma de 15 a 40 mg/dL e na urina até 50mg/dL (LABTEST,
1999, p.2).

2.8. Determinacéo de Acido Urico

No homem o acido Urico é o principal produto do catabolismo das purinas,
bases nitrogenadas adenina e guanosina, sendo formado principalmente no figado,
a partir da xantina pela acéo da enzima xantina oxidase (GARCIA E KANAAN, 2008,
p. 165).

O teor de urato encontrado no plasma, que estd ao redor de 6m/dL,
representa o equilibrio entre a producéo (700 mg/dia) e a excre¢do pela urina (500
mg/dia) e fezes (200 mg/dia). O acido urico é transportado pelo plasma até os rins,

onde é filtrado pelos glomérulos. Quase todo o acido Urico é reabsorvido pelos
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tubulos proximais e pequenas quantidades sdo secretadas pelos tdbulos distais e
excretadas na urina. Os triglicerideos, 0s corpos cetdnicos e o lactato competem
com o urato na excrecdo renal. Parte do urato é excretado pelo trato gastrointestinal
e degradado pelas enzimas bacterianas (MOTTA, 2009, p. 258).

E pequena a contribuicdo dos &cidos nucléicos da dieta nos niveis de acido
arico circulante, pois aqueles sdo degradados no intestino pela xantina oxidase da
mucosa e somente, em quantidades minimas, sado absorvidos e canalizados para os
processos metabolicos intracelulares (CHAMPE, et al., 2006, p. 297).

O fundamento da determinacao de acido Urico basea-se na oxidacdo do &acido
a alantoina e diéxido de carbono pela acéo do acido fosfotlingstico em meio alcalino.
Ao mesmo tempo, o acido fosfotlingstico € reduzido a azul de tungsténio, produzindo
uma coloracgéo cuja intensidade é diretamente proporcional a concentracédo do acido
urico presente na amostra. A leitura espectrofotométrica de 680 a 730 nm e os
valores normais para o homem é 2,5 a 7 mg/dL de soro ou plasma e para a mulher é
1,5 a 6 mg/dL (MOTTA, 2009, p. 258).

2.9. Determinacédo de Amoénia

A amobnia € produzida pela desaminacdo oxidativa dos aminoacidos
provenientes do catabolismo protéico. Entretanto, a maior parte a amobnia é
absorvida do trato gastrointestinal, onde é formada pela degradacéo bacteriana das
proteinas da dieta e desdobramento da uréia presente nas secrecfes intestinais.
Embora a amdnia, em baixas concentracdes, seja um metabdlito normal no sangue,
em teores elevados torna-se neurotoxica. A maior parte da mesma é detoxificada
pelas células hepéticas em uréia, e nesta forma, excretada. Parte da ambnia é
incorporada, temporariamente, a glutamina, que nos rins sofre acdo da glutaminase,
sendo entdo excretada também na urina (RHOADES E TANNE, 2005, p. 508)

Segundo Motta (2009, p. 218), em enfermidades hepaticas severas, a amonia
nao é removida da circulacdo e o0s niveis sanguineos se elevam. Diferentemente de
outras substancias nitrogenadas néo protéicas, os teores plasmaticos da amobnia
nao dependem do funcionamento dos rins, mas da funcdo hepatica, assim, nao
servindo de parametro para a fungéo renal.

O método enzimatico € um dos varios métodos que permite determinar a
concentracdo de ambnia no plasma. Este método emprega a enzima glutamato

desidrogenase na reacdo da aménia com o alfa-cetoglutarato, na presenca de
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NADPH. Sob condi¢cdes apropriadas, a reducdo da absorbancia em 340 nm é
proporcional a concentragdo da amoénia. Em adultos normais, o nitrogénio amoniacal
varia de 35 a 120 pg/dL ou 43 a 146 pg/dL de amdnia (MOTTA, 2000, p. 139).

2.10. Determinacédo da Amilase

A amilase é uma enzima da classe das hidrolases que catalisa o
desdobramento do amido e glicogénio ingeridos na dieta. A amilase sérica é
secretada, fundamentalmente, pelas glandulas salivares e pancreaticas. A medida
desta enzima no soro e urina é empregada no diagnéstico de pancreatite aguda
(CHAMPE et al., 2006 p. 86).

Existem aproximadamente 200 métodos de andlise de atividade da amilase
sérica, sempre derivados da mistura de uma amostra do soro com um polissacarideo
com condi¢bes controladas de pH (entre 6,9 e 7,0) e na presenca de ions calcio e
cloreto. No Brasil, a técnica mais utilizada € a iodométrica, que monitora o
desaparecimento do amido apos certo tempo de hidrdlise, através da reacdo deste
com o iodo. A absorbancia medida apés o periodo de reacdo em 660 nm é
inversamente proporcional a atividade da amilase da amostra. a dificuldade de
estabilizacdo do reagente do amido é a principal desvantagem deste método. Suas
principais vantagens sdo o baixo custo, a facilidade de obtencédo de substratos, a
simplicidade e rapidez da técnica e sua boa sensibilidade (MILLER, 1991, p. 80).

O fundamento do método para determinacdo da amilase pancreatica sérica
(Caraway modificado) baseia-se na adicdo do reativo de cor, no caso o iodo a dois
tubos, sendo o padréo, contendo amido e o outro sendo o teste, também contendo
amido, mas com a adicdo de amilase. A extenséo da hidrdlise do substrato do amido
pela amilase, no teste, nas condicGes padrdo de 37°C, é medida pela perda da cor
azul no teste apos a adicdo do reativo de cor, comparado com o padrdo, na qual a
hidrélise enzimatica ndo ocorre. Os valores de referéncia no soro vao de 60 a 160
unidades/DI. Ja na urina sdo excretados de 40 a 260 unidades/hora ou até 2.000
unidades/ 24 horas (MILLER, 1991, p.80).

2.11. Determinacédo da Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas relativamente
inespecificas, que catalisam a hidrélise do grupo fosfato terminal de varios
fosfomonoésteres em pH alcalino, portanto, € capaz de reagir com diferentes

substratos. O pH o6timo da reacdo in vitro esta ao redor de 10, mas depende da
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natureza e concentracdo do substrato empregado (GARCIA E KANAAN, 2008, p.
98).

O significado clinico dos niveis da fosfatase alcalina sérica é importante para
a investigagdo das desordens hepatobiliares e d&sseas. Nas enfermidades
hepatobiliares, as elevacdes sado encontradas, predominantemente, na obstrucéo
extra-hepatica, visto em calculo ou cancer de cabeca de pancreas (MOTTA, 2000, p.
160).

O método de Bowers e McComb é o método mais utilizado para determinar as
concentracfes séricas de fosfatase alcalina. O principio consiste na hidrélise do 4-
nitrofenilfosfato (incolor) a ion 4-nitrofen6xido (amarelo) e fosfato. A reacdo é
acompanhada por monitoramento continuo do aumento na absorbancia em 404 nm.
Os valores de referéncia para adultos vao de 20 a 105 U/L, criancas de 0 a 3 meses
vao de 60 a 150 U/L e jovens de 10 a 15 anos de 60 a 260 U/L (GARCIA E
KANAAN, 2008, p. 98).

2.12. Determinacéo da Fosfatase Acida

Segundo Garcia & Kanaan (2008, p. 30), a fosfatase acida designa um grupo
de fosfatases que exibem atividade maxima ao redor do pH 5 e catalisam a hidrdlise
de monoéster ortofosforico, produzindo um alcool e um grupo fosfato. A atividade da
fosfatase acida é encontrada na prostata, ossos, figado, baco, rins, eritrocitos e
plaquetas. Em homens adultos normais, a prostata contribui com quase a metade da
enzima presente no soro.

Os niveis de fosfatase acida no soro apresentam grande importancia clinica
no diagndstico e monitoramento do cancer prostatico. Os meétodos empregados
nesta determinacdo devem diferenciar os aumentos provenientes da fosfatase
prostatica da fosfatase nao-prostatica. Para isso s&o utilizados varios inibidores
guimicos como, por exemplo, o tartarato e formaldeido, substratos especificos como
timolftaleina monofosfato, alfa-naftil fosfato e técnicas imunolégicas (MOTTA, 2000,
p. 167).

A determinacdo da atividade da fosfatase acida no soro tem como principal
findalidade o diagnéstico e o monitoramento do cancer prostatico, particularmente,
da forma metastisada.

Véarios métodos foram desenvolvidos para avaliar a atividade de fosfatase

acida. No método de Roy, Brower e Hauden modificado, a timolftaleina monofosfato
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€ um substrato auto-indicador com alto grau de especificidade para a fosfatase acida
prostética. A timolftaleina liberada ap6s a acdo da fosfatase, desenvolve cor em
meio alcalino. Fosfatases &cidas provenientes de outros tecidos, reagem em grau
bem menor com este substrato.

O principio da reacdo baseia-se na hidrélise da timolftaleina pela fosfatase
acida a timolftaleina e fosfato em pH 5,4 a 37°C. Os produtos séo incolores em pH
acido, entretanto, a timolftaleina atua como cromogénio autoindicador quando a
reacdo € interrompida pela adicdo de solucdo alcalina de carbonato de sédio-
hidréxido de sodio. A timolftaleina liberada desenvolve cor medida em 595 nm e os

valores de referéncia variam entre 0,5 e 1,9 U/L (MOTTA, 2000, p. 167).

2.13. Determinagao de Aminotransferases

As enzimas aspartato aminotransferase (AST), transaminase glutamica-
oxalacética (GOT) e alanina aminotransferase (ALT) e transaminase glutamica-
piravica (GPT) catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino de um
aminoacido para o alfa-cetoglutarato, formando cetoacido e acido glutamico. Estas
enzimas exercem papeis centrais tanto para a sintese como para a degradacao de
aminoacidos. Aléem disso, como estas reacfes envolvem a interconversdo dos
aminoacidos a piruvato ou acidos dicarboxilicos, atuam como uma ponte entre o
metabolismo dos aminoacidos e carboidratos (MOTTA, 2009, p. 100).

Estas enzimas estdo amplamente distribuidas nos tecidos humanos. As
atividades mais elevadas de AST (GOT) encontram-se no tecido cardiaco, figado,
musculo esquelético, com pequenas quantidades encontradas nos rins, pancreas,
baco e eritrocitos. Especificamente, a ALT (GPT) apresenta-se em elevados niveis
no figado (MOTTA, 2009, p. 101).

As desordens hepatocelulares aguda apresentam um aumento significativo na
atividade das aminotransferases (AST e ALT). Na hepatite virotica, 0s niveis podem
atingir até 100 vezes os limites superiores dos valores de referéncia, apesar de
valores entre 20 e 50 vezes estes limites, serem mais frequentemente encontrados.
Na cirrose hepatica sdo detectados niveis até 5 vezes os limites superiores de
referéncia, dependendo das condicbes do progresso cirrético. Aumentos
semelhantes sdo encontrados também no carcinoma de hepético, apés ingestao de
alcool, durante o delirium tremens e apos administracdo de certas drogas, tais como,

opiatos, salicilatos ou ampicilina (MOTTA, 2000, p. 171).
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No infarto do miocardio, ao redor de 6 a 8 horas do ocorrido, a atividade
sérica da AST (GOT) comeca a elevar-se, atingindo o maximo entre 18 e 24 horas,
diminuindo depois, progressivamente, retornando aos valores de referéncia ao redor
do 5° dia.

ElevacOes da AST (GOT) e, ocasionalmente, da ALT (GPT), sdo encontradas
nas desordens do musculo esquelético, como a distrofia muscular progressiva e na
dermatomiosite (aumentos de 4 a 8 vezes). Na insuficiéncia cardiaca congestiva, 0s
niveis de AST podem, também, estar aumentados, provalvelmente, refletindo o
envolvimento hepatico devido ao suprimento sanguineo inadequado deste 6rgédo. A
AST (GOT) apresenta pequenos aumentos na embolia pulmonar, pancreatite aguda,
gangrena, esmagamento muscular e enfermidade hemolitica (MOTTA, 2009, p.
101).

Existem dois métodos basicos para a determinacdo das aminotransferases: o
método baseado no principio proposto por Karmen e pelo método proposto por
Reitman e Frankel. No primeiro, o soro € incubado com excesso de alfa-
cetoglutarato que se transforma em oxaloacetato ou piruvato pela acdo da AST
(GOT) ou ALT (GTP), respectivamente. Os cetoacidos formados sdo medidos
indiretamente por reacdo de reducdo catalisada por desidrogenases especificas e
monitorada pela modificagcdo da absorvancia a 340 nm dos niveis de NADH. A
diminuicdo da absorbancia € proporcional a conversdo dos cetoacidos nos
correspondentes hidroxiacidos. Estes métodos necessitam o0 emprego de
espectrofotometro de boa qualidade com exatiddo no comprimento de onda e boa
resolucdo a 340 nm (MOTTA, 2000, p. 171).

Ja no método colorimétrico de Reitman e Frankel os produtos formados pela
acao das aminotransferases (oxalato e piruvato) sdo medidos pela reacdo com a
2,4-dinitrofenilhidrazina para produzir dinitrofenil-hidrozonas. Estes compostos
desenvolve cor marrom em solucdo alcalina. Entretanto, a dinitrofenilhidrazina pode
formar hidraxona também com o acido alfa-cetoglutarato provocando assim, uma
interferéncia. Mesmo assim, este método € relativamente simples apresentando
bons resultados com exatiddo aceitaveis além de empregar aparelhagem comum a
todos os laboratorios. A leitura espectrofotométrica é feita em 340 nm e os valores
de referéncias para adultos normais para AST (GOT) vai de 8 a 40 unidade/mL e
ALT (GPT) de 5 a 35 unidades/mL (MOTTA, 2000, p. 171).
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2.14. Determinacao da Lactato Desidrogenase

A lactato desidrogenase (LD) catalisa a conversédo reversivel do lactato a
piruvato, em reacdes de oxidorreducdo na presenca da coenzima NAD+ que atua
como doador ou aceptor de hidrogénio. A LD esté presente no citoplasma de todas
as células do organismo, onde as atividades mais elevadas sdo encontradas no
coracdo, figado, musculo esquelético, rim e eritrécitos. (MARZZOCO E TORRES,
1999, p. 126).

Devido a ampla distribuicdo em numerosos tecidos do organismo, a LD esta
aumentada em varias condi¢des patoldgicas, tais como cardiacas, hepaticas, renais,
hematolégicas e outras doencas. Aproximadamente, 8 a 12 horas ap6s o infarto do
miocardio, os niveis séricos de LD comecam a elevar-se, atingindo o pico maximo
entre 24-48 horas e estes valores permanecem aumentados por 7 a 12 dias
(GARCIA E KANAAN, 2008, p. 37).

Desordens hepaticas como hepatite virgtica, cirrose e ictericia obstrutiva
mostram elevagbes de duas a 3 vezes os limites superiores dos valores de
referéncia. As anemias hemoliticas agudas e cronicas apresentam aumentos
acentuados da LD. Esta elevacdo € devida a altas concentracfes da enzima nos
eritrocitos. Desordens no musculo esquelético e algumas leucemias contribuem para
0 aumento da atividade sérica de LD (MOTTA, 2009, p. 105).

O método de Kieding € o méetodo amplamente utilizado que consiste na
reducédo do piruvato a lactato em pH 7,4 a 37°C na presenca da enzima. A oxidacao
do NADH a NAD+ é monitorada continuadamente pelo decrescimento da
absorbancia em 340 nm e os valores de referéncia em adultos normais varia entre
200 e 380 U/L (GARCIA E KANAAN, 2008, p. 37).

2.15. Determinacéao da Glutamiltransferase

A enzima gama-glutamiltransferase (GGT) é encontrada, prediminantemente,
no figado, rim, préstata e pancreas. Catalisa a transferéncia do grupo gama-glutamil
de peptideos e outros compostos para outros peptideos, aminoacidos e agua. A
funcao fisiologica especifica da GGT néo esté claramente estabelecida, a membrana
das células é sua principal localizacdo e, provavelmente, atua no transporte de
aminoacidos e peptideos para as células, na sintese protéica e na regulacdo dos
niveis de glutationa tecidual (SALAWAY, 2009, p. 84).



18

No figado, a GGT esta localizada nos canaliculos das células hepaticas e,
particularmente, nas células epiteliais que revestem os ductos biliares. Deste modo,
a atividade desta enzima esti elevada em todas as formas de desordens
hepatobiliares. Os maiores aumentos (5-30 vezes os limites superiores dos valores
de referéncia) sdo observados nos casos de obstrucéo biliar intra ou pos-hepética. A
GGT é mais sensivel do que a fosfatase alcalina na detec¢éo de ictericia obstrutiva,
colangite e colecistite. A GGT também é importante para a avaliagdo do
envolvimento hepatobiliar em adolescentes. Elevados niveis estdo também
presentes no cancer prostatico e moderados aumentos em hepatite infecciosa e em
pacientes com figado gorduroso (SALAWAY, 2009, p. 84).

Os métodos usuais empregam a L-gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida
como substrato-doador mantendo a glicilglicina como aceptor. Este substrato-doador
€ rapidamente sollvel em agua e ndo € detectada a hidrdlise e espontanea do
mesmo. O método consiste pela acdo da enzima GGT, o residuo gama-glutamil do
substrato gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida € transferido para a glicilglicina. A
absorvancia do produto de hidrdlise, o acido 2-nitro-5-aminobenzoico, € medida em
410 nm e os valores de referéncia sdo para o homem 5 a 25 U/L e mulheres 8 a 40
U/L (MOTTA, 2009, p. 105).

2.16. Determinacéao de Creatina Quinase

A enzima creatina quinase (CK) catalisa a fosforilacdo reversivel da creatina
pela adenosina trifosfato (ATP) com a formacdo de creatina fosfato. A CK esta
associada com a geracdo de ATP nos sistemas contrateis ou de transporte. A
funcao fisioldgica predominante desta enzima ocorre nas células musculares, onde
estd envolvida no armazenamento de creatina fosfato. Cada ciclo de contracdo
muscular, promove o consumo de ATP, com formacdo de ADP, a enzima CK
catalisa a transformacédo de ADP em ATP, a partir da creatina fosfato. A CK esta
amplamente distribuida nos tecidos, com atividades mais elevadas no musculo
esquelético, cérebro e tecido cardiaco. Quantidades menores sdo encontradas na
tiredide, placenta, bexiga, trato gastrointestinal, Gtero, rim, pulmao, préstata, baco,
figado e pancreas (CHAMPE, et al., 2006, p. 285).

Como a principal localizacdo da creatina quinase € o musculo esquelético e
cardiaco, os niveis séricos estdo frequentemente elevados nas lesdes destes

tecidos. De fato, a atividade da CK sérica € um indicador sensivel no infarto do



19

miocardio e distrofia muscular, particularmente a de Duchenne. Nesta Ultima, os
teores atingem 50 a 100 vezes os limites superiores dos valores de referéncia.
Apesar a CK total apresentar grande utilidade nestas desordens, ndo € uma
avaliacdo inteiramente especifica ja que as elevagbes sdo encontradas em outras
anormalidades do musculo cardiaco e esquelético. Atividades aumentadas de CK
sdo também encontradas, ocasionalmente, nas desordens do sistema nervoso
central (SNC), como no acidente vascular cerebral (AVC), degeneracdo nervosa e
choque do SNC. A liberacdo da enzima para a circulacao periférica, ocorre por lesdo
da barreira hematoencefélica. Outras condicdes patofisiolégicas também elevam os
niveis de CK, tais como, o hipotiroidismo, hiperpirexia maligna e sindrome de Reye
(MOTTA, 2000, p. 188).

A determinacdo da atividade da creatina quinase emprega 0s produtos
formados na reacédo direta (creatina fosfato + ADP) ou inversa (creatina + ATP) tanto
o ATP como o ADP séao facilmente medidos por reacdes especificas. Os métodos
mais utilizados empregam a reacdo inversa, que em condicdes Otimas se
desenvolve 6 vezes mais rapidamente que a reacao direta. Oliver descreveu uma
sequéncia de reacfes onde a transformacédo de creatina fosfato em creatina e ATP,
catalisada pela creatina quinase, € acoplada ao sistema hexoquinase/glicose-6-
fosfato desidrogena/NADH. A variacdo da absorbéancia em 340 nm € medida na
avaliacdo de CK. Rosalki incluiu um tiol ao reagente para aumentar a atividade da
CK mantendo os grupos sulfidrilicos na forma reduzida. A modificacdo proposta por
Szasz é sensivel e apresenta boa precisao e esta livre da interferéncia exercida pela
adenilado quinase. Entretanto, estes métodos utilizam reagentes complexos, o que
obriga a maioria dos laboratorio a comprar os reagentes prontos em lugar de
prepara-los (MOTTA, 2009, p. 107).

O principio da reacdo consiste na transformacdo da creatina fosfato em
creatina para a producdo de ATP pela CK que € acomplada ao sistema
hexoquinase/glicose-6-fosfato desidrogenase/NADH. A adicdo de N-acetilcisteina
evita a oxidacdo dos grupos sulfidrila da CK. O EDTA ¢é incluido no reagente para
ligar o calcio e aumenta a estabilidade da reacdo. A diadenosina pentafosfato e o
AMP sé@o adicionados para inibir a adenilato quinase. A diferenca de absorbancia em
340 nm é proporcional a atividade da CK e os valores de referéncia a 37°C varia nos
homens 15 a 160 U/L e nas mulheres 15 a 130 U/L (LABTEST, 2004, p.4)



20

2.17. Determinacao do Calcio

Aproximadamente, 99% de calcio do organismo estd localizado no esqueleto.
O restante desempenha numerosas e significativas fun¢gdes como a participagdo na
transmissao do impulso nervoso, no mecanismo da coagulacdo, na modulacédo da
acdo de varios hormbnios, nas atividades de varios sistemas enziméticos, na
contragdo muscular etc (MOLINA, 2007, p. 95).

A determinacao das concentracdes de célcio € importante para o diagnostico
de disturbios relacionados como a hipercalcemia e hipocalcemia. A hipercalcemia é
causada por hiperparatireoidismo, imobilizacbes de carater agudo, doencas
neoplésicas, intoxicagbes por vitamina D, sarcoidose, sindrome leite-alcalis,
hipertireoidismo e insuficiéncia supra-renal aguda, tirotoxicose, acromegalia,
diuréticos tiazidicos e fase diurética de necrose tubular aguda.

A hipocalcemia deve ser examinada em relacdo a concentracéo de proteinas
plasmaticas e pH sanguineo antes de avaliar sua importancia. O calcio total esta
reduzido nos casos de hipoalbuminemia e acidoses crbnicas, devido a uma
diminuicdo do calcio ligado a proteinas. Nestes casos a fracdo ionizada do calcio
permanece normal.

As causas comuns de hipocalcemia verdadeira incluem a hipoavitaminose D,
hipoparatireoidismo, pseudo-hipoparatiredidismo, hiperfosfatemia, desordens
neoplasicas, tetania neonatal, pancreatite aguda, deficiéncia de magnésio, acidose
tubular renal excesso de corticoesterdides e terapia prolongada com
anticonvulsivantes (MOLINA, 2007, p. 95).

O método de espectrofotometria de absorcao atbmica € o método de escolha
por ser seguro, preciso e sensivel, no entanto, 0s equipamentos Sao pouco
acessiveis aos laboratérios. O principio da reacdo baseia-se na formacdo de um
complexo de cor puarpura entre o calcio e a o-cresolftaleina complexona, em meio
alcalino (pH 11,7) de tampao dietanolamina. O reagente contém 8-hidroquinolina
gue reduz a interferéncia de cations, como 0 magnésio, a uréia para diminuir a
turvacdo das amostras lipémidcas e aumentar a formacdop do complexo metal-
corante. O etanol inibe o desenolvimento de cor no branco. Apdés a medida de cor, a
adicdo de excesso de EDTA (um quelador de calcio) corrige a hemdlise. Esse
tratamento dissocia 0 complexo calcio-cromogénio sem modificar o complexo
hemoglobina-cromogénio. A absorbancia devida ao complexo hemoglobina-

cromogénio é subtraida da absorvancia total. A leitura é feita em 578 nm e os
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valores de referéncias para os adultos normais esta entre 8,8 a 10,2 mg/dL, ja
recém-nascidos de 7 a 12 mg/dL e crianca de 8,8 a 11 mg/dL (GARCIA E KANAAN,
2008, p. 71).

2.18. Determinacao do Fosforo

O organismo de um adulto contém 500 a 600g de fésforo medido como
fosfato inorganico. E um anion importante tanto intra como extracelularmente. No
liquido extracelular e em pH fisiolégico, a maior parte do fosforo existe nas formas
inorganicas monovalentes (diidrogenofosfato) e divalentes (hidrogenofosfato). Nas
células, predomina o fosfato organico, onde é encontrado como componente dos
acidos nucléicos, fosfolipidios e fosfoproteinas, além de participar do metabolismo
intermediario. Extracelularmente, o fosfato esta intimamente associado ao célcio.
Juntos formam cristais de hidroxiapatita presentes nos o0ssos. Ocasionalmente,
cristais de fosfato de calcio precipitam em outras areas do corpo. Niveis de célcio
anormalmente elevados muitas vezes provocam a formacéo de calculos nos rins ou
bexiga. (GARCIA E KANAAN, 2008, p. 71).

A determinacao do fosfato € importante para o diagndstico de hiperfosfatemia
e hipofosfatemia. A primeira € encontrada no hipoparatireoidismo, hipervitaminose
D, fraturas 0sseas em consolidacdo, obstrucdo pildrica, doenca de Addison,
tratamento citotoxico de certas leucemias e linfomas, tumores 0sseos metastaticos e
cetoacidade diabética. Ja a hipofosfatemia estd presente nas deficiéncias de
vitamina D, como por exemplo, raquitismo, osteomalacia e esteatorrea,
hiperparatireoidismo, sindrome de Fanconi, hiperinsulinismo, uso crénico de
antiacidos, alcoolismo crénico, sindromes de ma-absor¢cdo e, ocasionalmente,
hiperalimentacdo. O principio da reacdo baseia-se no método de Goldenber e
Fernandes do qual o soro é desproteinizado com acido tricloroacético contendo ion
ferroso e tiouréia. Entdo, o sobrenadante é misturado com o acido molibdico para
formar o fosfomolibdato que € reduzido pelo ion ferroso produzindo o azul de
molibdénio. A leitura é feita em 660 nm e os valores de referéncia para adultos varia
de 2,7 a 4,5 mg/dL, recém-nascidos de 3,5 a 8,6 mg/dL e criancas de 4,5 a 5,5
mg/dL (GARCIA E KANAAN, 2008, p. 71).

2.19. Determinacdo de Magnésio
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Trata-se do segundo cation mais abundante na célula. Mais da metade do
magnésio no organismo esta associado ao calcio e fésforo, no esqueleto. O restante
€ encontrado no muasculo esquelético e cardiaco, rim, figado e liquido intersticial.
Tem importante papel como co-fator em véarios sistemas enzimaticos, no
metabolismo de carboidratos, contracdo muscular e coagulacdo. E essencial,
também, na manutencdo da estrutura macromolecular do RNA, DNA e ribossomos
(RHOADES E TANNER, 2005, p. 620).

A determinacdo do magnésio €é importante para o diagnostico de
hipomagnesemia, do qual apresenta sintomas similares ao provocados pela reducao
de célcio, tais como a irritabilidade neuromuscular severa, tetania, convulsdes e
alteracbes eletrocardiograficas. As concentracbes de magnésio sérico estdo
diminuidas nos seguintes casos: desordens associadas com ingestdo inadequada
e/ou impedimento na ma-nutricdo caldrica protéica, desordens associadas com o0
aumento das necessidades de magnésio e reposicao inadequada (prolongada ou
severa perda de liquidos, lactacdo excessiva), disturbios relacionados com o
impedimento renal da conservacao do magnésio (hipercalcemia de qualquer causa,
hiperaldosterismo, acidose diabética, hipertiroidismo, terapia diurética, secrecao
inapropriada do horménio antidiurético) (MOTTA, 2009, p. 154).

A hipermagnesemia sintomatica ocorre mais frequentemente em pacientes
com insuficiéncia renal. Nas outras condi¢Ges, as manifestacdes clinicas estdo, em
geral, ausentes. As causas s&o insuficiéncia renal aguda ou cronica, diabetes
mellitus ndo controlada, insuficiéncia adrenocortical, adrenalectomia, hipotiroidismo
e ingestado excessiva de magnésio. O método de escolha para a determinacdo do
magnésio é a espectrofotometria de absorcdo atdmica. Outro método € a reacéo do
magnésio com o azul de metiltimol formando complexos coloridos medidos em 510 e
600 nm. O método de Abernethy e Fowler consiste na determinacdo do magnésio no
plasma com a reacdo com calmagite contendo um detergente anfotérico chamado
Empigen BB e tamponado com 2-amino-2-metil-1-propanol a pH 11,5. A presenca
do calcio e ferro é minimizada pelo estroncio tamponado pelo EDTA e pela
trietanolamina, respectivamente. A leitura é feita em 520 nm e os valores de
referéncia para criancas, adolescentes e adultos varia de 0,7 a 1,1 mmols/L e
recém-nascidos de 0,6 a 1,0 mmols/L (MOTTA, 2009, p. 154).

2.20. Determinacéao de Ferro Sérico
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Segundo Motta (2009, p. 1999), adultos normais contém 3 a 5 g de ferro, dos
quais 70% estdo incorporados na hemoglobina eritrocitaria, 25% no sistema
reticuloendotelial (figado, baco e medula 6ssea), armazenado na hemossiderina e
na ferritina. A mioglobina, os citocromos e certas enzimas, constituem 4,9% do ferro
restante. A concentracao plasmatica de ferro corresponde a 0,1% do total.

A determinacao do ferro sérico e da capacidade total de ligacdo do ferro é
necessaria no estabelecimento do diagndstico diferencial de varias enfermidades. A
reducdo dos niveis de ferro é provocada pela deficiéncia de ferro total no organismo,
pela perda aumentada de ferro ou ainda, pela elevagdo na demanda de ferro dos
estoques do corpo (por exemplo, gravidez). Teores aumentados sdo encontrados na
ingestdo terapéutica, incremento na absorgdo de ferro (hemocromatose e
hemossiderose), anemia hemolitica (destruicdo anormal de hemacias),
envenenamento pelo chumbo (reducdo na utilizacdo de ferro), anemia perniciona
(defeito no armazenamento do ferro) e hepatite (reducédo dos estoques de ferro no
figado) (GARCIA E KANAAN, 2008, p. 59).

Valores elevados da capacidade total de ligacdo ao ferro estdo associados
com as deficiéncias crbnicas de ferro, necrose hepatica e aumento na liberacdo da
ferritina sérica. Os niveis baixos sdo associados a cirrose, hemocromatose,
deficiéncia de ferritina e nefrose ou proteinuria (perda de proteinas pelos rins).

Para a determinacdo do ferro seérico, amostras de soro ou plasma
heparinizado isentos de hemdlise. Um método utilizado para esta determinagéo é o
de Lewis modificado do qual tem o principio da dissociacdo da transferrina,
reduzindo a estado férrico e as proteinas séricas precipitadas com um reagente
contendo acido cloridrico, acido tioglicdlico e acido tricloroacético. Entdo, o ion
ferroso é complexado com o cromogénio contendo batofenantrolina em acetato de
sédio. O complexo ferro-cromogénio é quantificado espectrofotometricamente em
535nm. Os valores de referéncia para o ferro sérico € de 70 a 180 pg/dL para
homens, de 60 a 180 ug/dL para mulheres, de 95 a 225ug/dL recém nascidos (ap06s
um més de idade, os valores estédo préximos aos dos adultos) (GARCIA E KANAAN,
2008, p. 59).

2.21. Determinacdao de Bilirrubina

A degradacdo do grupo hemo provém, em 80 a 85% das hemacias

envelhecidas, destruidas, ap0s quatro meses, no sistema reticulendotelial, e, em 15

a 20%, de hemoproteinas hepaticas assim como de heméacias em maturacdo na
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medula Ossea. A oxidacdo do hemo leva a sintese de biliverdina e depois da
bilirrubina. (KAMOUN et al., 2006, p. 330).

A bilirrubina é transportada para o figado, onde sofre uma conjugacdo com
glicuronato, tornando-a solUvel. Sua eliminacdo € feita normalmente pelas vias
biliares. No intestino, a bilirrubina sofre, por influéncia das bactérias intestinais, uma
série de transformacdes que levam aos pigmentos biliares (STRYER, et al., 2008, p.
708).

O conjugado de bilirrubina é pouco absorvido pela mucosa intestinal. No ileo
terminal e intestino grosso, o diglicuronideo de bilirrubina é hidrolizado para formar
bilirrubina livre e acido glicurdnico. Esta bilirrubina livre é entédo reduzida pela acdo
de enzimas provenientes da flora bacteriana intestinal, a tetrapirréis lineares
incolores, denominados coletivamente de urobilinogénios. Cerca de 20% dos
urobilinogénios produzidos diariamente s&o absorvidos e entram na circulagédo
enterohepatica. A maior parte do composto reabsorvido é captado pelo figado e
reexcretado na urina. Na por¢cao baixa do trato gastrointestinal, os urobilinogénios
oxidam espontaneamente para produzir os pigmentos biliares estercobilina,
mesobilina e urobilina, pigmentos marrom alaranjados responsaveis pela cor
caracteristica das fezes (GARCIA E KANAAN, 2008, p. 96).

Sao formados diariamente 250 a 300 mg de bilirrubina no adulto normal. A
excrecdo deste composto pelo figado necessita que a bilirrubina esteja na forma
glicuronideo, soluvel em agua. Conforme mencionado, quase toda a bilirrubina
formada € eliminada nas fezes e uma pequena quantidade de urobilinogénio é
removido pela urina. Sob condi¢cdes normais, somente 0,2 a 1,0 mg/dL é encontrado
no plasma, a maior parte da qual, na forma ndo conjugada. Uma pequena
percentagem (0,2 mg/dL existe no soro normal na forma conjugada) (MOTTA, 2009,
p. 213).

A presenca de hiperbilirrubinemia promove a deposicdo deste pigmento
amarelo na pele, nas membranas mucosas e nas escleréticas. Esta pigmentacéo é
denominada ictericia (KAMOUN et al., 2006, p. 331).

Vérios estados fisiopatoldgicos afetam uma ou mais fases envolvidas na
producdo, captacdo, armazenamento, conjugacdo e excrecdo da bilirrubina.
Dependendo da desordem, a bilirrubina conjugada e/ou ndo conjugada, sao
responsaveis pela hiperbilirrubinemia resultantes destes distirbios, como por

exemplo, anemia hemolitica, sindrome de Gilbert, sindrome de Dubin-Johnson,
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sindrome de Rotor e sindrome de Crigler-Najjar, entre outras (MOTTA, 2009, p.
213).

A bilirrubina foi detectada pela primeira vez em 1883 por Ehrlich, em reacéo
com o &cido sulfanilico diazotado, em amostras de urina. Van den Bergh e Snapper
demonstraram a presenca de bilirrubina no soro sanguineo pelo emprego do
diazoto-reagente de Ehrlich e &lcool como acelerador. Mallov e Evelyn propuseram o
uso de metanol a 50% para evitar a precipitacdo das proteinas. Em 1938, Jendrassik
e Grof desenvolveram um método com uso de cafeina-benzoato-acetato para
acelerar a reacdo azo acoplada. Na maioria dos laboratérios clinicos séo
empregadas algumas modificacdes de destes dois métodos. O método de
Jendrassik e Grof € um pouco mais complexa mas apresenta algumas vantagens
sobre o de Malloy e Evelyn (MOTTA, 2000, p. 280).

A andlise da bilirrubina sérica também é realizada por técnica de
espectrofotometria, pela diluicdo da amostra com uma solucdo tampé&o. Este método
direto é satisfatorio na avaliagéo de ictericia do recém-nascido cujo soro ndo contém
ainda, lipocromos amarelos interferentes. A introducédo da enzima bilirrubina oxidase
estdo sendo amplamente utilizados. Esta enzima promove a oxidacao da bilirrubina
incolor. A reacédo é monitorada pela reducéo na absorbancia.

Para a determinacao da bilirrubina total, pelo método de Jendrassik e Grof, o
soro é misturado com uma solucéo de cafeina levemente acida e benzoato de sédio,
compostos que aceleram a diazotacdo da bilirrubina ndo conjugada. O acido
sulfanilico diazoto desdobra as duas formas de bilirrubina e desenvolve um azo com
os dipirrGis. A adicdo de tartarato alcalino de sbédio em pH 13 converte a
azobilirrubina cuja absorbancia é media a 600 nm (MOTTA, 2000, p. 281).

Para a bilirrubina conjugada, o soro € misturado com o reagente diazo, em
auséncia de catalisadores, para reagir com a bilirrubina conjugada. Apds cinco
minutos, o acido ascorbico € adicionado para decompor o excesso de sal diazo e
interromper a reacdo. O reagente tartarato alcalino produz um meio alcalino para
formar uma cor mais intensa de azobilirrubina, medida a 600 nm em presenca de
cafeina. Os valores de referéncia de bilirrubina total em adultos véo de 0,2 a 1,1
mg/dL, a conjugada de 0 a 0,2 mg/dL. Ja para recém-nascidos a bilirrubina total para
0 a 24 horas 1 a 6 mg/dL, 24 a 48 horas de 6 a 8 mg/dL, de 3 a 5 dias de 4 a 6
mg/dL (MOTTA, 2000, p. 281).
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A bilirrubina também pode ser determinada pelo método de White, Haidar e
Reinhold. Neste a bilirrubina total no soro de recém-nascidos € determinada
diretamente pela medida da absorbancia a 455 nm. Este teste n&o pode ser
realizado com soro de adultos que contém carotenos e outros pigmentos e, por
conseguinte, aumentam a absorbancia neste comprimento de onda. Estes
pigmentos ndo estdo presentes no soro dos recém-nascidos, mas a hemolise produz
falsas elevagdes na concentracdo da bilirrubina devido a absorcdo de parte da luz
em 455 nm pela oxiemoglobonia. A concentracdo da hemoglobina € corrigida por
uma segunda leitura a 575 nm (MOTTA, 2000, p. 281).

CONCLUSAO

A espectrofotometria € considerada qualquer procedimento que utiliza a luz
para medir a concentracdo quimica de qualquer espécie. Trata-se de método de
analise optico mais usado nas investigacdes bioldgicas e fisico-quimicas.

Esta técnica tornou-se fundamental para a determinacdo de diagndsticos
laboratoriais. Neste contexto, inUmeras doencas puderam ser diagnosticadas pelo
uso de técnicas colorimétricas especificas, possibilitando também compreender
melhor a fisiopatologia dessas enfermidades. A rotina laboratorial de
espectrofotometria possibilitou o desenvolvimento e o aprimoramento de métodos de
determinacao de biomoléculas, o que levou as industrias quimicas e farmacéuticas a
elaboracao de kits comerciais variados de boa especificidade e sensibilidade.

A escolha dos métodos de andlises deve ser feita de acordo com o material
biologico analisado, bem como, a estabilidade de moléculas que seréao
guantificadas. Adicionalmente, deve-se levar em consideracdo também se o método

€ exigem equipamentos mais sofisticados ou reagentes de alto custo.
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