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Resumo

A aplicagao do garrote durante a colheita sanguinea constitui um fator critico na
fase pré-analitica. Tempos de garrotagem superiores a um minuto podem induzir
alteracbes em parametros bioquimicos, como o calcio e o potassio,
comprometendo a fiabilidade dos resultados laboratoriais. Este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia da duragao da garrotagem nos niveis séricos de calcio
e potassio. Participaram 20 estudantes da Escola Superior de Saude Dr. Lopes
Dias, aos quais foram colhidas duas amostras de sangue periférico sob tempos
distintos de garrotagem (1 e 2 minutos). As amostras foram analisadas através de
fotometria no equipamento Respons 920. Observou-se um aumento
estatisticamente significativo nos niveis séricos de calcio apés 2 minutos de
garrotagem (p=0,04), enquanto os niveis de potassio se mantiveram estaveis, sem
diferencas significativas entre os dois tempos (p=0,38). Estes resultados
corroboram a literatura existente, que associa tempos prolongados de garrotagem
a alteracbes nos niveis de calcio. A estabilidade observada no potassio podera
estar relacionada com o curto intervalo de tempo analisado. Os dados obtidos
reforcam a importancia da padronizagdo do tempo de garrotagem para garantir a
consisténcia e fiabilidade dos resultados laboratoriais.

Palavras-chave

Célcio; Potassio; Tempo de garrotagem
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Abstract

The application of a tourniquet during blood collection is a critical factor in the
pre-analytical phase. Tourniquet times longer than one minute may lead to
alterations in biochemical parameters, such as calcium and potassium, thereby
compromising the reliability of laboratory results. This study aimed to evaluate the
influence of tourniquet time on serum calcium and potassium levels. Twenty
students from Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias participated, each providing
two peripheral blood samples collected under different tourniquet times (1 and 2
minutes). The samples were analyzed by photometry using the Respons 920
analyzer. A statistically significant increase in serum calcium levels was observed
after 2 minutes of tourniquet application (p=0,04), whereas potassium levels
remained stable, showing no significant differences between between the two time
points (p=0,38). These findings support existing literature linking prolonged
tourniquet application to changes in calcium levels. The stability observed in
potassium may be attributed to the short time interval analyzed. The data reinforce
the importance of standardizing tourniquet time to ensure consistency and reliability
in laboratory test results.

Keywords

Calcium; Potassium; Tourniquet time

IX






indice geral

LR ] (oo 1§ o= o J R 1
P2 /(=1 (oo [0] (oo | = PP 3
3. RESUIAAOS ...t e e e e e e e e e e e e e 5
4. DISCUSSAO ...ceeiiiiiiiii ittt e e et et e e e e e e e e e e e e e e s e s e e nne e e e eeeeeeeaaeneaeaeeaeaaan 8
ST 0 0] 3T [T 53= Lo T PSPPSR 10
6. Referéncias BibliografiCas ... 11
A Y o 1= gL Lo PRI 13
8. ANEXOS .. e e e e e e rr e e e ee e e e e e e e et e e ae e e e e nnnnnns 18

XI



indice de figuras

Figura 1 - Distribuigdo dos participantes por SEXO0.......ccceeuiiiiiiiiiiiieiiiiiere e
Figura 2 - Distribuicao dos participantes por pratica de exercicio fisico..................

Figura 3 - Distribuicdo dos participantes poridade...........cccoeiiriiiiiiiiiiiiiiiieneeee e

XII



Lista de tabelas

Tabela 1 - Resultados do teste de normalidade.........ooveeeieeeeeeeeee e, 6

Tabela 2 - Estatisticas descritivas dos niveis séricos de calcio e potassiocom 1 e 2
MINUEOS A€ GarrOtagEM.....cceiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e 6

Tabela 3 - Resultados do teste T-Student para amostras dependentes para
comparacgao dos niveis de calcio e potassio séricos com 1 e 2 minutos de
o= o] ¥= o T=T o o P 7

XIII



Lista de abreviaturas, siglas e acronimos

Alb — albumina

ALT - alanina aminotransferase

Ca — célcio

Col T — colesterol total

Cre — creatinina

ESALD — Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias
Fe —ferro

IPCB — Instituto Politécnico de Castelo Branco

K — potassio

XIV



XV



Influéncia do tempo de garrotagem nos parametros bioquimicos calcio e potassio

1. Introducao

A realizacdo de exames laboratoriais tem vindo a tornar-se cada vez mais
complexa, precisa e rigorosa, em que o processo laboratorial comporta trés fases
interligadas, sucessivas, mas distintas: a fase pré-analitica, a fase analitica e a fase
pos-analitica (1). A fase pré-analitica engloba todo o processo desde a prescrigao
dos testes laboratoriais até a amostra bioldgica ser processada em laboratério,
englobando a preparagdo do paciente, colheita sanguinea, acondicionamento/
armazenamento e transporte adequado da amostra para o laboratdrio (2). E nesta
etapa, que ocorre a maior percentagem de erros, estimada entre 75% e 82%,
como sejam exemplo, 0 manuseamento inadequado de amostras, a identificagdo
incorreta, a troca de amostras, o tempo excessivo de garrotagem durante a colheita
de amostras de sangue (2—4).

O presente estudo aborda o processo de garrotagem na fase pré-analitica por
se tratar de um passo comum e importante no procedimento de flebotomia. Este
processo permite aumentar o fluxo venoso, facilitando a pungédo venosa. Nao €
aconselhado que a sua aplicagao seja superior a 1 minuto, de modo a salvaguardar
situacbes de hemodlise (5,6). Segundo a literatura, uma garrotagem prolongada
promove a alteragdo de determinados paréametros analiticos, nhomeadamente
bioquimicos, como alanina aminotransferase (ALT), albumina (Alb), célcio (Ca),
colesterol total (Col T), creatinina (Cre), ferro (Fe) e potassio (K). Varios estudos
tém investigado esta problematica, nomeadamente nas altera¢gées do doseamento
do Ca e K, uma vez que sao dos parametros mais doseaveis na pratica laboratorial
(3,4,6,7).

Segundo a literatura, a aplicagéo prolongada do garrote induz um fenémeno
denominado por hemoconcentragao, caracterizado pelo aumento da concentragéo
de células sanguineas no local da puncédo (5,6,8). Desta forma, a pressao
hidrostatica aumenta dentro dos vasos, promovendo a saida do plasma sanguineo
para o espacgo intersticial, reduzindo o volume plasmatico no vaso.
Consequentemente, ocorre o aumento dos niveis de Ca (8-10).

Segundo diversos autores, uma colheita de sangue com um tempo excessivo
de garrotagem implica um falso aumento dos niveis de potassio sérico, que se
denomina pseudohipercaliémia (11-13). Deste modo, com a aplicagao prolongada
do garrote, ocorre a hemolise, levando ao extravasamento do seu conteudo celular,
nomeadamente o K, promovendo o aumento dos seus niveis (13,14).

Tendo em conta o impacto que a duragéo da garrotagem pode ter nos resultados
laboratoriais, torna-se pertinente investigar de forma mais aprofundada esta
variavel em diferentes parametros bioquimicos, nomeadamente no potassio e
célcio. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia do tempo
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de aplicagao do garrote e as respetivas alteragdes nos parametros laboratoriais Ca
e K.
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2. Metodologia

O presente estudo enquadra-se numa abordagem quantitativa e de natureza
experimental, dado que se procedeu a manipulacao deliberada de uma variavel —
o tempo de aplicagdo do garrote — com o objetivo de avaliar os seus efeitos nos
niveis séricos de Ca e K. Um estudo experimental quantitativo envolve a alteragao
controlada de uma variavel independente para observar os efeitos numa ou mais
variaveis dependentes, utilizando dados numéricos e analise estatistica para medir
e interpretar os resultados. Neste caso, o tempo de garrotagem foi a variavel
manipulada, enquanto os niveis séricos de Ca e K foram as variaveis medidas. Para
além disso, trata-se de um estudo transversal, uma vez que todas as medig¢des
foram realizadas num Unico momento temporal.

De acordo com a problematica deste estudo e atendendo a questdo de
investigagdo “Sera que o tempo de garrotagem influencia os resultados dos
parametros bioquimicos calcio e potassio?”, as hipoteses sao:

e Hipdtese nula A (HOA): Nao ha diferenca significativa nos niveis de Ca
entre os diferentes tempos de garrotagem.

e Hipdtese nula B (HOB): Nao ha diferenca significativa nos niveis de K
entre os diferentes tempos de garrotagem.

Este estudo encontra-se de acordo com o estabelecido pela Comiss&o de Etica
e pela Protecao de Dados do Instituto Politécnico de Castelo Branco (IPCB), tendo
sido obtida a sua aprovacao n.° 214/CE-IPCB/2025 para a execugao da mesma
(Anexo A).

Conforme o cronograma de atividades definido, apds a aprovagado pela
Comissdo de FEtica do IPCB e a preparacdo e organizacdo das atividades
laboratoriais, a colheita das amostras foi efetuada no periodo temporal de 8 a 16
de abril de 2025, no qual se obtiveram 20 estudantes voluntarios da Escola Superior
de Saude Dr. Lopes Dias (ESALD) do Instituto Politécnico de Castelo Branco. A
cada voluntario foram colhidas duas amostras de sangue periférico, em tubo seco
com gel ativador de coagulagao (Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha) com aplicagao
do garrote (Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha) durante 1 e 2 minutos.

O critério de exclusao para a sele¢cao da amostra foi a nao observancia de jejum.

A aptiddo dos participantes para o estudo foi analisada através de um
questionario. O mesmo foi acompanhado do consentimento informado, garantindo
que todos os participantes voluntarios compreendessem de forma clara os objetivos
e a natureza da sua participacao no estudo. Ambos os instrumentos de recolha de
dados encontram-se em Apéndices A e B, respetivamente.
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De modo a obter as amostras de sangue periférico para analise, foram
executadas as colheitas das mesmas através do procedimento de flebotomia
padronizado sob condi¢cdes assépticas.

As duas amostras foram colhidas com aplicacao de garrote durante 1 e 2
minutos, identificados como momentos G1 e G2 respetivamente. As colheitas foram
realizadas em diferentes veias em bracgos alternados de forma a minimizar as
interferéncias da garrotagem anterior e lesdes endoteliais devido a pungéao (4,5).
Os tubos foram colocados em repouso na posi¢ao vertical a temperatura ambiente,
durante 20 minutos para garantir a retragao de coagulo. Posteriormente, procedeu-
se a sua centrifugagcdo na centrifuga (Heraeus, Hanau, Alemanha) a 3500 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente, de acordo com a indicagao da Sarstedt
para o uso correto e adequado dos tubos, por forma a permitir a correta separagao
dos componentes sanguineos e obtengdo de amostras de soro corretas.

De seguida, as amostras foram processadas no equipamento semiautomatico
Respons 920 da DiaSys, um equipamento de fotometria utilizado em bioquimica
clinica para realizar medigdes precisas de absorvancia, sendo amplamente
utilizado na quantificagdo de componentes presentes em amostras bioldgicas.
Foram utilizados os kits comerciais DiaSys disponiveis de calibradores (TruCal E
(ref 193109910079) e TruCal U (ref 591009910064)), controlos (TruLab normal (ref
590009910061) e patoldgico (ref 590509910061)) e reagentes Calcium P FS (ref
111819910920) e Potassium FS (ref 152219910921).

As medicoes de Ca e K foram efetuadas com base no principio descrito
anteriormente, sendo que o ultimo analito envolveu a catalisacdo de reagdes
quimicas por enzimas (fotometria enzimatica).

Os resultados foram expressos em concentragao de Ca e K presente na amostra
de soro. De acordo com as bulas dos kits comerciais DiaSys (Anexo B e C), o Ca
deve manter-se entre 8.6 — 10.3 mg/dL e o K entre 3.5 - 5.1 mmol/L.

Para a andlise estatistica dos resultados utilizou-se o programa IBM SPSS
Statistics, na versao 30.0.0.0, desenvolvido pela IBM Corporation, aplicando os
testes estatisticos mais adequados face a amostra.
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3. Resultados

Tendo por base os objetivos do estudo e as hipoteses previamente formuladas,
os resultados obtidos apresentam-se nos seguintes graficos e tabelas.

A amostra foi composta por 20 participantes, predominantemente mulheres
jovens (n=18), com idade média de 21,6 + 2,52 anos, conforme demonstrado nos
Figuras 1 e 3. A maioria dos participantes referiu praticar exercicio fisico
regularmente, sendo comum a frequéncia superior a trés vezes por semana, 0 que
se verifica no Figura 2.

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a normalidade através do teste
Shapiro-Wilk. De acordo com a Tabela 1, verificou-se que os niveis séricos de
calcio e potassio nos dois tempos de garrotagem apresentaram distribuicdo normal
(p>0,05), permitindo a aplicagao de testes paramétricos. Assim, para a comparagao
dos resultados dos dois momentos de colheita, utilizou-se o teste T-Student para
amostras dependentes.

As estatisticas descritivas para os niveis séricos de calcio e potassio apos 1 e 2
minutos de garrotagem estao apresentadas na Tabela 2. Observou-se um ligeiro
aumento na média dos niveis de calcio de 8,84 mg/dL (+ 0,26) para 8,92 mg/dL (
0,27), enquanto os niveis de potassio se mantiveram estaveis, com médias de 4,33
mmol/L (x 0,30) e 4,31 mmol/L (£ 0,31) para 1 e 2 minutos, respetivamente.

Os resultados do teste T-Student para amostras dependentes na Tabela 3,
mostraram uma diferenga média entre os tempos de garrotagem de -0,08 mg/dL
nos valores de calcio, indicando valores mais elevados apds 2 minutos de
garrotagem. Assim, verifica-se que esta diferencga foi estatisticamente significativa
(p=0,04), sugerindo um aumento conforme o previsto. No potassio, a diferenga
média foi de 0,01 mmol/L, sugerindo valores ligeiramente mais baixos apods 2
minutos de garrotagem. Esta variagdo n&o foi estatisticamente significativa

(p=0,38).
Distribuicdo dos participantes por sexo Distribuicao de participantes por pratica de exercicio fisico
Sexo do - -

participante Pratica f5I:lseI ce:eI'CICIO

M Feminino . .

W Masculino ?clar:lnérr?:ls de 3 vezes por
W Sim, 1-2 vezes por semana
[Nzo

Figura 1 - Distribuigdo dos participantes por sexo. Figura 2 - Distribuigdo dos participantes por pratica de exercicio fisico.
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Distribuigao dos participantes por idade

100 Média = 21,6
\Desvio do Desv.=2521

80
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@ 60
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C 40
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o = =

18 20 22 24 26 28 30 32
Idade do participante

Figura 3 - Distribuigdo dos participantes por idade.

Tabela 1 - Resultados do teste de normalidade Shapiro-Wilk (n=20). Ca®* 1 min: Niveis de calcio com garrotagem durante 1
minuto; Ca2* 2 min: Niveis de calcio com garrotagem durante 2 minutos; K* 1 min: Niveis de potassio com garrotagem durante
1 minuto; K* 2 min: Niveis de potassio com garrotagem durante 2 minutos.

Shapiro-Wilk

Significancia (valor-p)

Ca®* 1 min 0,53
Ca?" 2 min 0,81
K* 1 min 0,17
K* 2 min 0,28

Tabela 2 - Estatisticas descritivas dos niveis séricos de célcio e potassio com 1 e 2 minutos de garrotagem (n = 20). Ca?* 1
min: Niveis de calcio com garrotagem durante 1 minuto; Ca®" 2 min: Niveis de célcio com garrotagem durante 2 minutos; K*
1 min: Niveis de potassio com garrotagem durante 1 minuto; K* 2 min: Niveis de potassio com garrotagem durante 2 minutos.

Média Desvio Padrao

Ca%* 1 min

8,84 mg/dL 0,26 mg/dL

Ca% 2 min

8,92 mg/dL | 0,27 mg/dL

K* 1 min

4,33 mmol/L 0,30 mmol/L

K* 2 min

4,31 mmol/L 0,31 mmol/L
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Tabela 3 - Resultados do teste T-Student para amostras dependentes para comparagéo dos niveis de célcio e potassio
séricos com 1 e 2 minutos de garrotagem (n = 20). Ca2+ (1 min - 2 min): Comparagao dos niveis de calcio com garrotagem
durante 1 e 2 minutos; K* (1 min - 2 min): Comparag&o dos niveis de potassio com garrotagem durante 1 e 2 minutos.

Teste T-Student para amostras dependentes
Comparagéio Diferencas emparelhadas Significancia
Diferenca da Média | Desvio Padrao | Uniiateral (valor-p)
Ca®" (1 min - 2 min) -0,08 mg/dL 0,20 mg/dL 0,04
K* (1 min - 2 min) 0,01 mmol/L 0,20 mmol/L 0,38
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4. Discussao

Neste estudo, avaliou-se o efeito do tempo de garrotagem nos niveis séricos de
calcio e potassio, verificando-se que o calcio apresentou um aumento
estatisticamente significativo apds 2 minutos, enquanto o potassio se manteve
estavel.

Embora a diferenga média nos niveis de calcio entre os dois tempos de
garrotagem seja pequena (0,08 mg/dL), a sua significancia estatistica sugere que
o tempo de garrotagem pode influenciar os resultados laboratoriais. Este ligeiro
aumento pode ser explicado pela hemoconcentracdo. E um fenémeno provocado
pela compressédo prolongada dos vasos sanguineos durante a garrotagem, que
implica a reducao do volume plasmatico devido a saida de plasma para o espaco
intersticial, aumentando a concentracdo de calcio. Do ponto de vista clinico e
fisiopatoldgico, esta variagao, por si s6, nao parece ter grande impacto, uma vez
que os valores se mantém dentro dos limites de referéncia. No entanto, em
situagbes que exigem maior precisao, como o acompanhamento de disturbios do
metabolismo do calcio, pequenas variacdes podem ter relevancia.

Por outro lado, os niveis de potassio ndao sofreram alteragoes entre os dois
tempos de garrotagem, sugerindo menor sensibilidade a variagbes no tempo de
garrotagem. Resultados semelhantes foram reportados por Cengiz e os seus
colaboradores (2009), que aplicaram tempos de garrotagem até 180 segundos sem
observar mudancas significativas no potassio (15).

Lippi e os seus colaboradores (2005) realizaram um estudo em que avaliaram
12 parametros apos 1 e 3 minutos de garrotagem, no qual observaram variagées
clinicamente significativas em diversos analitos, incluindo o calcio e o potassio (5).
Apesar do aumento observado no calcio, os niveis de potassio apresentaram uma
ligeira diminuicao, comportamento que difere do observado neste estudo, em que
o potassio se manteve estavel.

Um estudo elaborado por Lima Oliveira e os seus colaboradores (2011), cujo
objetivo foi a comparagao da utilizagao de garrote com o uso de um dispositivo de
transiluminagéao (alternativa ao garrote), através de varios tempos de garrotagem
desde 30 segundos a 3 minutos, demonstrou variagdes estatisticamente e
clinicamente significativas nas concentragdes de calcio e potassio apés 1 minuto
de garrotagem. Estas alteragdes foram ausentes com o uso do dispositivo, o que
reforga a influéncia da aplicagao do garrote nestes parametros bioquimicos (6).

De forma semelhante, Aslam e os seus colaboradores (2013), observaram um
aumento meédio de 0,37 mmol/L no potassio e de 0,05 mg/dL no calcio apos 1
minuto de garrote, em comparagao com amostras colhidas sem garrotagem (7).
Estes dados reforcam a importancia de controlar rigorosamente o tempo de
garrotagem, uma vez que pequenas alteragdes induzidas por este fator pré-
analitico podem mascarar ou simular alteragdes patologicas.
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A discrepancia de resultados, especialmente no caso do potassio, pode decorrer
de variacbes metodoldgicas, incluindo os tempos de aplicagdo do garrote e os
meétodos laboratoriais de medicdo, o que limita a comparabilidade direta entre
estudos.

O presente estudo apresenta um tamanho de amostra limitada, o que restringe
a generalizagao dos resultados.

Futuros estudos devem ser realizados com uma amostra mais ampla e incluir
mais parametros bioquimicos e até hematoldgicos e outros tempos de garrotagem
para compreender melhor o impacto desta etapa pré-analitica e melhorar as
praticas laboratoriais.
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5. Conclusao

O presente estudo avaliou a influéncia do tempo de aplicagao do garrote na
colheita sanguinea sobre os niveis séricos de calcio e potassio em voluntarios
saudaveis.

Os resultados obtidos reforgam a importancia de protocolos rigorosos na fase
pré-analitica, nomeadamente a padronizacdo do tempo de garrotagem, para
garantir a qualidade e a confiabilidade dos resultados e interpretagao laboratoriais.

Sugere-se que futuras investigagdes sejam realizadas com uma amostra mais
ampla e avaliem outros parametros bioquimicos e até hematologicos
potencialmente influenciados por esta variavel pré-analitica, bem como estratégias
gue minimizem estes efeitos.

10
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7. Apéndices

Apéndice A — Questionario aplicado

QUESTIONARIO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO “INFLUENCIA DO TEMPO DE
GARROTAGEM NOS PARAMETROS BIOQUiIMICOS CALCIO E POTASSIO”

Objetivo do Estudo: Determinar a influéncia da aplicagdo prolongada do garrote e as respetivas
alteragGes dos parametros bioquimicos calcio e potassio.

Nome do Participante:

Email Pessoal:

Cadigo de Identificagdo do Participante (A Preencher pela Investigadora):

1. Dados Demograficos
1.1. Idade: anos

1.2. Sexo:
[ Masculino

[J Feminino

2. Historico de Saude

2.1. Apresenta alguma destas condigoes?
[0 Doenga renal
[ Doenca cardiaca
[J Doenga gastrointestinal
[ Doenga hepatica
[ Hipertensao arterial
[ Diabetes mellitus

[J Outras (especificar: )
[0 Nenhuma

2.2. Toma medicagdo?
[ Sim (especificar: )
0 Nao
2.3. Ja teve alteragbes nos niveis de célcio ou potdassio em analises anteriores?
O Sim
O Nao
O Nao sei
2.4. Pratica exercicio fisico regularmente?

[0 Sim, mais de 3 vezes por semana

13
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[J Sim, 1-2 vezes por semana
O Nao
2.5. Consome suplementos alimentares contendo calcio ou potéssio?
[0 Sim (especificar: )
O Nao
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Apéndice B — Consentimento informado

Comissdo de Etica

CONSENTIMENTO INFORMADO ESCLARECIDO E LIVRE PARA INVESTIGACAO
CIENTIFICA

Este documento, designado Consentimento Informado Esclarecido e Livre, dado por
escrito, contém informagdo importante em relagdo ao estudo para o qual foi abordado/a, bem
como o que expectavel acontecer, se decidir participar no mesmo. Leia atentamente toda a
informacdo aqui contida. Deve sentir-se inteiramente livre para colocar qualquer questdo, assim
como para discutir com terceiros (amigos, familiares) a decisdo da sua participagao neste estudo.

Eu, Maria Inés Vassalo dos Santos Paveia, estudante do 42 ano da Licenciatura em Ciéncias
Biomédicas Laboratoriais na Escola Superior de Saude Dr. Lopes Dias e, sob orientagdo da Prof.
Dra. Marisa Barbeira e co-orientagdo do Prof. Jodo Metello, venho por este meio solicitar a sua
participagdo no meu projeto de investigagdo para a conclusdo da licenciatura, cujo tema é
“Influéncia do Tempo de Garrotagem nos Parametros Bioquimicos Calcio e Potassio”. Este estudo
ira ser realizado no Laboratdrio de Bioquimico da ESALD e, tem como objetivo perceber se a
variagdo do tempo de aplicagdo de garrote durante a colheita de sangue influencia os
parametros calcio e potassio.

Para a realizagdo deste estudo, serdo realizadas duas colheitas de sangue para dois tubos
de bioquimica com aplicagdo de garrote durante 1 e 2 minutos, sendo expectavel que todo o
processo da colheita dure, no méaximo, 5 minutos, ndo apresentando qualquer custo.

A participagdo neste projeto é voluntaria, sendo que o participante pode decidir desistir
e/ou ndo participar na investigagdo a qualquer momento, e sem qualquer tipo de consequéncia.
No caso de desisténcia, o estatuto enquanto estudante sera mantido e ndo sofrera nenhuma
consequéncia da ndo-participagdo ou desisténcia.

Como beneficio a obter deste projeto de investigagdo, o participante voluntario recebera
o resultado dos dois parametros bioquimicos. No entanto é de salientar que, ao participar neste
estudo podera existir a possibilidade de aparecimento de um hematoma no local da colheita, o
que pode ser facilmente solucionado com aplicagdo de gelo. Caso a situagao referida ocorra,
devera contactar a responsavel pelo estudo, Maria Paveia. Este estudo ndo apresenta cobertura
por parte de uma companhia de seguros sendo que em caso de urgéncia deve contactar os
seguintes contactos: 931320637 (aluna investigadora) e 966965583/marisabarbeira@ipch.pt
(orientadora).

O IPCB é o responsavel pelo tratamento dos seus dados pessoais, recolhidos e tratados
exclusivamente para as finalidades do estudo cientifico supra identificado, tendo como base
legal o seu consentimento com base no art.2 9, n? 2, alinea a) e o disposto Art2 62,n2 1, a) e
ainda o cumprimento da missdo do IPCB, no que a investigacdo cientifica diz respeito,
enquadrado no Art2 62, n? 1, e) do RGPD.

A operagdo de tratamento de dados foi registada no IPCB com o n? 83/2024.

E possivel a consulta, a retificagio ou o apagamento dos seus dados pessoais, caso a
metodologia de recolha utilizada no estudo o permita, contactando a investigadora para o efeito.

O IPCB tem um Encarregado de Protecdo de Dados, contactavel através do email
protecaodados@ipch.pt. Caso considere necessario tem ainda o direito de apresentar
reclamacdo a autoridade de controlo competente — Comissdo Nacional de Protecdo de Dados.

Os dados obtidos serao confidenciais e mantidos sob anonimato durante todo o estudo.
Foi pedida e obtida uma autorizagdo da Comissdo Nacional de Prote¢do de Dados e/ou do
Encarregado de Protegdo de Dados da Instituicao que nos garante que o anonimato de todas as

Mod.IPCB.CE.05.02
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0

Instituto Politécnico
le Caste rar

Comissao de Etica

participantes e que os contactos foram realizados em ambiente de privacidade. Sera recolhido o
nome, email pessoal (para posterior envio do resultado) e historico de saide de cada
participante voluntario. No entanto, durante o decorrer do estudo, sera atribuido um cédigo de
identificacdo a cada voluntario, garantindo uma maior confidencialidade de resultados. Apds o
final do estudo, os resultados serdo divulgados de forma andnima aos docentes na Escola
Superior de Satude Dr. Lopes Dias como trabalho final de curso e os dados serdo eliminados.

Em caso de alguma duvida ou se tiver alguma questdo, pode contactar a responsavel pela
investigacdo, Maria Paveia, através do e-mail (inespaveia@hotmail.com), ou através do contacto
telefénico, 931320637. Este estudo foi validado e mereceu parecer favoravel da Comissdo de
Etica.

ASSINATURA DO CONSENTIMENTO INFORMADO ESCLARECIDO E LIVRE PARA
INVESTIGACAO CIENTIFICA

Li (ou alguém leu para mim) o consentimento informado esclarecido e livre para investigacdo
cientifica e estou consciente do que esperar quanto & minha participa¢do no projeto ou estudo
Influéncia do Tempo de Garrotagem nos Parametros Bioquimicos Calcio e Potassio. Tive a
oportunidade de colocar todas as questdes e as respostas esclareceram todas as minhas duvidas.
Assim, aceito voluntariamente participar neste estudo. Foi-me dada uma copia deste
documento.

Consinto voluntariamente que os meus dados pessoais sejam tratados de acordo com as
informagoes que me foram disponibilizadas anteriormente. [J Sim [0 Nao

Nome do participante Assinatura do participante
S S
Data
Nome do representante legal do participante Assinatura do representante legal do participante
(se aplicavel)

Grau de relagdo com o participante

S

Data

Mod.IPCB.CE.05.02
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;
0

Instituto Politécnico

Comissao de Etica

Investigador/Equipa de Investigacdo
Os aspetos mais importantes deste estudo foram explicados ao participante ou ao seu
representante, antes de solicitar a sua assinatura. Uma copia deste documento ser-lhe-a

fornecida.

Nome e contacto da pessoa que obtém Assinatura da pessoa que obtém
o consentimento o consentimento
Data

Mod.IPCB.CE.05.02
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8. Anexos

Anexo A — Parecer da Comissao de Etica

)

Politécnico
Castelo Branco
Polytechnic University

PARECER N.° 214 CE-IPCB/2025

PARECER

Titulo do projeto:

Influéncia do Tempo de Garrotagem nos Parametros
Bioquimicos Calcio e Potassio

Area cientifica:

Bioquimica

Investigador principal

Maria Inés Vassalo dos Santos Paveia

Equipe de investigacao

Orientador
Co-Orientador

Marisa Regina Barbeira
Joao Metello

Local do estudo

Laboratérios da Escola Superior Dr. Lopes Dias

Tipo de estudo

Clinico sem intervencdo

07/02/2025
N.° 3, 12/03/2025

— Arnandina Maria Abrantes de Loureiro
— Marta Filipa Geraldes Falcao

RELATORIO

Elaborado nos termos do n° 7 do artigo 11° do Req.IPCB.CE.01.02 — Regulamento
da Comisséo de Etica do IPCB.

Submissao completa
Reuniao e/ou reunides
de avaliacao

Relatores

No decorrer da avaliagdo deste projeto, foram solicitados esclarecimentos a
investigadora responsavel, de modo a garantir a conformidade com os requisitos
éticos exigidos. As respostas foram fornecidas atempadamente e de forma completa,
o que contribuiu para uma analise mais detalhada e precisa do estudo. Dessa forma,
consideramos que todos os aspetos relevantes foram devidamente esclarecidos,
permitindo a emissao de um parecer positivo.

DELIBERAGAO

Parecer: Positivo*

* Assim que o projeto esteja concluido, o investigador devera enviar o estudo final para arquivo na pasta
do projeto existente nesta Comisséo.
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Politécnico
Castelo Branco

Polytechnio Univorsity PARECER N.° 214 CE-IPCB/2025

Data de deliberagéo em reunido n.° 3: Castelo Branco, 12 de margo de 2025
Membros presentes: Alexandre José Marques Pereira, Anténio Julio Apostolo
Pereira Coutinho (online), Arnandina Maria Abrantes de Loureiro, Eduardo Sabina dos
Santos Valente, Isabel Maria de Sousa Lourengo, Maria Jodo da Silva Guardado
Moreira, Maria Luisa Faria de Sousa Cerqueira Correia Castilho, Maria Teresa Pita
Pegado Gongalves Rodrigues Coelho, Marta Filipa Geraldes Falcdo, Sara Margarida
Araujo Ferreira.

Assinado por: Marta Filipa

Ceraldes Falcao
Re|at°r . Identificacdo BI12176788
[] Data: 2025-03-26 as 12:38:27

s (,Q,Q 4bw\_/}

Presidente da Comissio de Etica

Assinado por: ISABEL MARIA DE SOUSA
LOURENCO

Num. de Identificacéo: 04242187

Data: 2025.03.27 16:12:55+00'00'

E CARTAO DE CIDADAO
o0 00
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Anexo B — Bula do kit comercial do calcio

Calcium P FS*

Diagnostic reagent for quantitative in-vitro determination of calcium in serum, plasma or urine on

photometric systems

Order Information
Cat. No. Kit size

111819910 021 R1 5x 20mL + R2 1x 25 mL
1118199 10 026 R1 5x 80mL + R2 1x 100 mL
1118199 10 704 R1 8x 50mL + R2 8x 125mL
1118199 10917 R1 8x 60mL + R2 8x 15 mL

Summary [1,2]

Calcium plays an essential role in many cell functions: intracellular
in muscle contraction and glycogen metabolism, extracellular in
bone mineralization, in blood coagulation and in transmission of
nerve impulses. Calcium in plasma exists in three forms: free,
bound to proteins or bound to anions such as phosphate, citrate
and bicarbonate in a complex reaction. Decreased total calcium
levels can be associated with diseases of the bone apparatus
(especially osteoporosis), kidney diseases (especially under
dialysis), defective intestinal absorption and hypoparathyroidism.
Increased total calcium can be measured in hyperparathyroidism,
malignant diseases with metastases and sarcoidosis. Calcium
measurements also help in monitoring of calcium supplementation
mainly in the prevention of osteoporosis.

Method

Photometric determination with Phosphonazo I

Principle

At acidic pH calcium forms a purple-blue colored complex with
phosphonazo lll. In a second step calcium is bound to a chelating
agent whereby the specific signal is eliminated. The resulting
difference in absorbance is directly proportional to the calcium
concentration in the sample. This guarantees a specific
measurement of calcium.

Reagents

Components and Concentrations of the Reagents

R1: Malonic acid buffer pH50 150 mmol/L
Phosphonazo Il 150 pmol/L

R2: Malonic acid buffer 150 mmol/L
Chelating agent < 150 mmol/L

Storage Instructions and Reagent Stability

Reagents are stable up to the end of the indicated month of expiry,
if stored at 2-8°C and contamination is avoided. Do not freeze
the reagents!

Warnings and Precautions

1. ﬁl Reagent 1: Warning. H319 Causes serious eye irritation.
H412 Harmful to aquatic life with long lasting effects. P273
Avoid release to the environment. P280 Wear protective
gloves/protective clothing/eye protection. P305+P351+P338 If
in eyes: Rinse cautiously with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue
nnsing. P337+P313 If eye imitation persists: Get medical
advice/attention. P501 Dispose of contents/container to
hazardous or special waste collection point.

2. As calcium is a ubiquitous ion, essential precaution must be
taken against accidental contamination. Only use disposable
materials.

3. Traces of chelating agent, such as EDTA can prevent the
formation of the colored complex.

4. In very rare cases, samples of patients with gammopathy
might give falsified results [5].

5. Please refer to the safety data sheets and take the necessary
precautions for the use of laboratory reagents. For diagnostic
purposes, the results should always be assessed with the
patient's medical history, clinical examinations and other
findings.

6. For professional use only!

Calcium P FS — Page 1

Waste Management

Please refer to local legal requirements.
Reagent Preparation

The reagents are ready to use.
Materials required but not provided

NaCl solution 9 g/L
General laboratory equipment

Specimen

Serum, heparin plasma or urine

Do not use EDTA plasma.

Stability [3]

in Serum/Plasma: 7 days at 20 -25°C
3 weeks at 4-8°C
8 months at -20°C

in Urine: 2 days at 20 -25°C
4 days at 4-8°C
3 weeks at -20°C

Discard contaminated specimens! Freeze only once!

Add 10 mL of concentrated HCI to 24 h urine and heat the
specimen to dissolve calcium oxalate.

Assay Procedure

Application sheets for automated syste are available on
request.
Wavelength 660 nm
700/800 nm bi-chromatic
Optical path 1cm
Temperature 37°C
Measurement against reagent blank
Blank Sample/
Calibrator
Sample/Calibrator - 10 pL
Dist. water 10 uL -
Reagent 1 1000 pL 1000 pL
Mix and incubate for 5 minutes. Read absorbance A1 than add:
Reagent 2 250 yL 250 pL
Mix and read absorbance A2 within 1 minute.

AA = (A2 — A1) Sample/Calibrator

In case an absorbance of > 1.6 is observed after mixing of R1 and
sample, dilute the sample 1 + 1 with NaCl solution (9 g/L), retest
and multiply the result by 2.

Calculation

With calibrator

Calcium [mg/dL] = %{'ﬁ x Conc. Cal. [mg/dL]
al.

Conversion factor

Calcium [mg/dL] x 0.2495 = Calcium [mmol/L]
Calcium/U [mg/24 h] x 0.025 = Calcium/U [mmol/24 h]

* fluid stable
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Calibrators and Controls

For the calibration of automated photometric systems, DiaSys
TruCal U calibrator is recommended. This method has been
standardized against the reference method Atomic Absorption
Spectrometry (AAS). Calcium Standard FS may be used
alternatively for calibration. DiaSys TruLab N and P or TruLab
Urine should be assayed for intemal quality control. Each
laboratory should establish corrective actions in case of deviations
in control recovery.

Cat. No. Kit size
TruCal U 59100 99 10 063 20 x 3mL
59100 99 10 064 6 x 3mL
TruLab N 59000 99 10 062 20 x 5mL
59000 99 10 061 6 x 5mL
TruLab P 59050 99 10 062 20 x 5mL
59050 99 10 061 6 x 5mL
TruLab Urine Level 1 59170 99 10 062 20 x 5mL
59170 99 10 061 6 x 5mL
TruLab Urine Level 2 59180 99 10 062 20 x 5mL
59180 99 10 061 6 x 5mL
Calcium Standard FS 11100 99 10 030 6 x 3mL

Performance characteristics

Measuring Range

The test has been developed to determine calcium concentrations
within a measuring range from 0.2 - 25 mg/dL
(0.05 - 6.24 mmol/L). When values exceed this range samples
should be diluted 1 +1 with NaCl solution (9 g/L) and the result
multiplied by 2.

Specificity/Interferences

No interference was observed by ascorbic acid up to 30 mg/dL,
bilirubin up to 60 mg/dL, hemoglobin up to 1000 mg/dL, lipemia up
to 2000 mg/dL triglycerides and magnesium up to 20 mg/dL.
Strontium salts in medicine may lead to strongly increased calcium
values. For further information on interfering substances refer to
Young DS [4].

Sensitivity/Limit of Detection

The lower limit of detection is 0.2 mg/dL (0.05 mmol/L).

Precision

Intra-assay Mean SD Ccv
n=20 [mg/dL] [mg/dL] [%]
Sample 1 8.10 0.04 048
Sample 2 9.51 0.07 073
Sample 3 13.9 0.09 0.64
Inter-assay Mean SD CcVv
n=20 [mg/dL] [mg/dL] [%]
Sample 1 8.87 0.16 176
Sample 2 927 0.15 162
Sample 3 12.2 0.13 1.06
Method Comparison

A comparison of DiaSys Calcium P FS (y) with a commercially
available test (x) using 84 serum samples gave following results:
y=1.01x-0.142 mg/dL; r = 0.998

A comparison of DiaSys Calcium P FS (y) with a commercially

available test (x) using 54 urine samples gave following results:
y=101x+0.276 mg/dL; r=1.00

Calcium P FS — Page 2

Reference Range
Serum/Plasma [2]:

8.6 — 10.3 mg/dL (2.15 - 2.57 mmol/L)
Urine [1]:

Women <250 mg/24 h (6.24 mmol/24 h)
Men < 300 mg/24 h (7.49 mmol/24 h)

Each laboratory should check if the reference ranges are
transferable to its own patient population and determine own
reference ranges if necessary.

Literature

1. Thomas L. Clinical Laboratory Diagnostics. 1% ed. Frankfurt:
TH-Books Verlagsgesellschaft; 1998. p. 231-241.

2. Endres DB, Rude RK. Mineral and bone metabolism. In:
Burtis CA, Ashwood ER, editors. Tietz Textbook of Clinical
Chemistry. 3¢ ed. Philadelphia: W.B Saunders Company;
1999. p. 1395-1406.

3. Guder WG, Zawta B et al. The Quality of Diagnostic Samples.
1st ed. Darmstadt: GIT Verlag; 2001.
p. 20-1 and p. 50-1.

4. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. 5th
ed. Volume 1 and 2. Washington, DC: The American
Association for Clinical Chemistry Press 2000.

5. Bakker AJ, Mucke M. Gammopathy interference in clinical
chemistry assays: mechanisms, detection and prevention.
ClinChemLabMed 2007;45(9):1240—-1243.
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Anexo C — Bula do kit comercial do potassio

Potassium FS*

Diagnostic reagent for quantitative in vitro determination of potassium in serum or plasma on photometric

systems

Order Information

Cat. No.
1522199 10 021 R1 5x20mL+R2 1x25mL

Summary [1-2]

Potassium (K*) is the major cation in the intracellular space (ICS)
and is essential for many body functions, mainly the
neuromuscular excitability. The potassium gradient between ICS
and extracellular space (ECS) is built up by a Na*/K* pump and
contributes considerably to the electrical potential difference at the
cell membrane. K* balance is regulated by the kidneys under
hormonal control of the renin-angiotensin-aldosteron system.
Potassium levels in serum are mainly affected by acute and
chronic renal failure, severe diarrhea and vomiting, some
medication (e. g. ACE inhibitors, angiotensin receptor blockers,
diuretics), disorders of acid balance and massive cell lysis or
hemolysis after injury, surgery or burns. Furthermore, potassium
values are used for monitoring cardiovascular insufficiency,
changes in blood pH or diuretic therapies.

Method
Enzymatic photometric test

Principle

Pyruvate kinase is activated by K* ions in the sample and
subsequently catalyzes the dephosphorylation of
phosphoenolpyruvate to pyruvate. In a second step pyruvate is
transformed to lactate under consumption of a NADH analogue.
The signal decrease measured at 340 nm is proportional to the
amount of potassium in the sample.

Reagents

Components and Concentrations

R1:  Buffer pH8.25 40 mmol/L
NADH analogue 0.4 mmol/L
Phosphoenolpyruvate (PEP) 2.5 mmol/L
ADP 2.5 mmol/L
Lactate dehydrogenase (LDH) > 5kU/L

R2: Buffer pH7.0 200 mmol/L
Pyruvate kinase (PK) > 0.5kU/L

Storage Instructions and Reagent Stability

The reagents are stable up to the end of the indicated month of
expiry, if stored at 2 - 8°C, protected from light and contamination
is avoided. Do not freeze the reagents!

Warnings and Precautions

1. The potassium test is very susceptible to potassium
contamination. The sole use of ultrapure glass ware and
disposable materials is strongly recommended.

2. Reagents contain biological material. Handle the product as
potentially infectious according to universal precautions and
good laboratory practice.

3. In very rare cases, samples of patients with gammopathy
might give falsified results [8].

4. Please refer to the safety data sheets and take the necessary
precautions for the use of laboratory reagents. For diagnostic
purposes, the results should always be assessed with the
patient's medical history, clinical examinations and other
findings.

5. For professional use only!

Waste Management

Please refer to local legal requirements.
Reagent Preparation

The reagents are ready to use.

Potassium FS — Page 1
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Materials required but not provided
General laboratory equipment

Specimen

Serum or lithium heparin plasma

Stability [3]: 1 week at 20 - 25°C
1 week at 4-8°C
1 year at -20°C

Separate from cellular contents within 1 hour after blood collection.
Do not use hemolytic samples. [4]

Discard contaminated specimens. Freeze only once!

Assay Procedure

Application sheets for automated sy are available on
request.
Wavelength 340 nm
Optical path 1cm
Temperature 37°C
Measurement Against reagent blank
Blank  Sample or calibrator
Sample or calibrator - 100 pL
Dist. Water 100 L -
Reagent 1 1000 pL 1000 pL
Mix, incubate for 5 min. at 37°C
Reagent 2 250 pL 250 pL
Mix, incubate at 37°C, read absorbance A1 after 2 min. and
start stopwatch. Read absorbance A2 after 1 min., absorbance
A3 after 2 min. and absorbance A4 after 3 min. at 37 °C and
calculate AA/min.

: —__ AA/min. Sample ;
Potassium [mmol/L] AR Caibrais x Conc. Calibrator [mmol/L]

Calculation

The concentration of potassium in unknown samples is derived
from a calibration curve using an appropriate mathematical model
such as cubic spline. The calibration curve is obtained with the
levels 1 - 4 of the electrolyte calibrator TruCal E.

Conversion factor

Potassium [mmol/L] = Potassium [mEgq/L]
Potassium [mmol/L] x 3.91 = Potassium [mg/dL]

Calibrators and Controls

For calibration, DiaSys TruCal E calibrator is recommended. The
assigned values of TruCal E have been made traceable to the
NIST Standard Reference Material® SRM 956. DiaSys TruLab N
and P controls should be assayed for internal quality control. Each
laboratory should establish corrective action in case of deviations
in control recovery.

Cat. No. Kit size
TruCal E 1931099 10 079 4 x 3mL
TruLab N 59000 99 10 062 20 x 5mL
59000 99 10 061 6 x 5mL
TruLab P 59050 99 10 062 20 x 5mL
59050 99 10 061 6 x 5mL
* Fluid stable
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Performance Characteristics

Measuring range

The test has been developed to determine potassium
concentrations within a measuring range from
2 to 8 mmol/L.
Specificity/Interferences
Interfering Substance Interferences Potassium
<4.5% ation
Ascorbate up to 60 mg/dL 3.24 mmol/L
up to 60 mg/dL 4.90 mmol/L
[ Bilirubin, conjugated [ up to 40 mg/dL | 3.26 mmol/L
| upto 50 mg/dL | 530 mmol/L |
Bilirubin, ur jugated up to 60 mg/dL 3.26 mmol/L
up to 60 mg/dL 5.27 mmol/L
Lipemia (Triglyceride) up to 1000 mg/dL. 3.09 mmol/L
up to 800 mg/dL 4.84 mmol/L
Hi globin up to 500 mg/dL 2.89 mmol/L
[ | up to 500 mg/dL | 5.02mmollL |
| Hemolysis interferes because potassium is released by erythrocytes. |
Sodi 135 - 180 mmol/L 3.35 mmol/L
106 - 206 mmol/L 5.34 mmol/L
A i up to 250 pmol/L 4.61 mmol/L
Calcium 1.8 - 10.0 mmol/L 3.01 mmol/L
2.2-10.0 mmol/L 5.02 mmol/L
Magn up to 3.0 mmol/L 4.94 mmol/L
Mang: up to 200 nmol/L 3.03 mmol/L
up to 200 nmol/L 5.16 mmol/L
Phosphate up to 7.0 mmol/L 3.22 mmol/L
up to 7.0 mmol/L 5.22 mmol/L
Zinc up to 500 pmol/L 3.08 mmol/L
up to 500 pmol/L 4.97 mmol/L
Iron up to 1000 pmol/L 3.11 mmol/L
up to 1000 pmol/L 5.14 mmol/L
Copper up to 500 pmol/L 3.33 mmol/L
up to 500 pmol/L 5.28 mmol/L
For further information on interfering substances refer to Young DS [5].

Limit of Detection
The lower limit of detection is 0.4 mmol/L.

Precision
Intra-assay Mean SD cv
n=20 [mmol/L] [mmol/L] [%]
Sample 1 4.40 0.05 1.03
Sample 2 483 0.05 1.08
Sample 3 7.05 0.08 1.7
Inter-assay Mean SD Ccv
n=20 [mmol/L] [mmol/L] [%]
Sample 1 3.26 0.07 1.99
Sample 2 433 0.16 373
Sample 3 7.06 0.16 2.20

Method Comparison

A comparison of DiaSys Potassium FS (y) to the reference method
Flame Atomic Emission Spectrometry (FAES, x) using 108
samples gave following results:

y=0.962x+0.118 mmol/L; r=0.991.
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Reference Range

In Plasma

Adults [2] 3.6 —4.8 mmol/L
Children [6]

0 -7 days 3.2 -5.5 mmol/L
8 — 31 days 3.4 - 6.0 mmol/L
1 — 6 month(s) 3.5-5.6 mmol/L
6 months — 1 year 3.5-6.1 mmol/lL
> 1 year 3.3 -4.6 mmol/L
In Serum [7]

Adults 3.5-5.1 mmol/L
Children

Newborn 3.7 — 5.9 mmol/L
Infant 4.1 - 5.3 mmol/lL
Child 3.4 — 4.7 mmol/L

Each laboratory should check if the reference ranges are
transferable to its own patient population and determine own
reference ranges if necessary.
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