COLINESTERASE

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinacdo da colinesterase
sérica (pseudocolinesterase) no soro ou plasma (heparina).
Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

A colinesterase sérica hidrolisa Propioniltiocolina, com a
liberagdo de grupo sulfidrilico livre ao nivel de Tiocolina
(equacgao 1). O grupo SH livre reage com DTNB (reagente de
cor) levando a formagdo de um composto amarelo, de
absorcao maxima em torno de 410nm (equacao 2).

Acido

1. Propioniltiocolina + H,0O colinesterase

Propiénico + Tiocolina sérica
2. Tiocolina + DNTB = Acido 5-tio-2-Nitrobenzdico

PARTICULARIDADES DO SISTEMA
Doles Reagentes apresenta um método simples para dosagem
da colinesterase sérica, realizado em 5 minutos.

METODOLOGIA
Dietz modificado.

REAGENTES

Substrato: cada frasco contém, sob forma liofilizada, 67umol
de Iodeto de Propioniltiocolina.

Reagente de cor: solucdo 0,423M de 5,5-Dithiobis-(Acido 2-
Nitronzdico) em tampdo de fosfatos pH 7,6.

Solugao inibidora: solugdo de Sulfato de Quinidina a 0,5%.
Solugao padrao 7U.I./mL: 20uL do padrdo corresponde a
7U.I1./mL dentro da metodologia adotada.

APRESENTAGAO

Substrato 6 x 6,5mL
Reagente de cor 1 x 120mL
Solugao inibidora 1 x 110mL
Solugdo padrdo 7U.I./mL 1 x 3mL

NUMERO DE TESTES
18 testes
36 testes

20uL de soro
10uL de soro

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
FORNECIDOS

e Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro capaz de medir a
absorvancia em 410nm ou filtro azul.

Tubos de ensaio.

Pipetas graduadas.

Pipetas semiautomaticas 20 pL.

Banho maria (37°C).

Crondmetro.

Ponteiras descartaveis.

Agua deionizada ou destilada.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Substrato (liofilizado): armazenar a temperatura de 2-
8°C. Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do
frasco. Apds a reconstituigdo, o reagente permanece estavel
por 30 dias, a temperatura de 2-8°C.

Reagente de cor: armazenar a temperatura de 2-8°C e ao
abrigo da luz, pois o reagente de cor é fotosensivel. Estavel
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco.

Solugdo inibidora: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco.
Solugdo padrdo 7U.I./mL (liofilizado): armazenar a
temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rétulo do frasco. Apds a reconstituicdo o padrdo
permanece estavel por 30 dias, se mantido congelado.

CUIDADOS E PRECAUGCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnostico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se contato
com pele e mucosas. Em caso de contaminagao acidental, lavar
a parte afetada em agua corrente. O descarte do material
utilizado deverd ser feito obedecendo-se aos critérios de
biosseguranca estabelecidos pelo laboratério, de acordo com
as normas locais estaduais ou federais.

Irritante

Observar ainda a simbologia
constante nos rétulos do produto:

AMOSTRA

Soro ou plasma (heparina). Nao usar amostras
hemolisadas, pois as hemacias sdo ricas em
acetilcolinesterase. Estavel por 7 dias, se armazenada
entre 2-8°C.

Todas as amostras bioldgicas devem
consideradas como potencialmente infectantes.

ser

PROCEDIMENTO TECNICO

Preparo do substrato para uso:

Adicionar 6,5mL de agua destilada ou deionizada ao frasco
que contém o liofilizado. O reagente permanece estavel por
30 dias, a temperatura de 2-8°C.

Preparo do padrdao para uso:

Reconstituir a solugdo com a adicdo de 3mL de agua
destilada. O padrdo permanece estavel por 30 dias, se
mantido congelado.

Determinacao do Fator
Rotular um tubo de ensaio com B (branco) e 3 tubos de

ensaio com P (padrao).

Proceder como segue:

B P P P
Agua destilada 4,0mL | 4,0mL| 4,0mL [ 4,0mL
Solugao padrao - 20uL 20uL 20uL
Reagente de cor 3,0mL | 3,0mL 3,0mL 3,0mL

Homogeneizar e ler as absorvancias do T (teste) em
espectrofotometro ou fotocolorimetro, em 410nm ou filtro
azul, acertando o zero com o branco.
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Determinagcao da Amostra
1- Identificar 2 tubos de ensaio com B (branco) e T (teste).

Proceder como segue:

B T
Substrato 1,0mL 1,0mL
Reagente de cor 3,0mL 3,0mL

Colocar em banho-maria, 37°C, durante 3 minutos.

2-Manter a estante dentro do banho maria. Adicionar 20uL
de amostra no tubo T e incubar durante 2 minutos e 30
segundos. O intervalo de adicdo e homogeneizagdo deve
ser de 30 segundos entre os tubos.

Atencgao! Este tempo deve ser cronometrado a partir
do 1° tubo em que foi adicionado a amostra. A
contagem do tempo a partir do altimo tubo levara a
resultados falsamente elevados. Note que tal
ocorréncia é diretamente proporcional a quantidade
de amostra da bateria de ensaio.

3-Apo6s o tempo de incubacdo e ainda no banho-maria
adicionar 3mL de solugdo inibidora no tubo T em intervalos
de 30 segundos entre os tubos.

4-Retirar a estante de tubos do banho-maria e adicionar 3mL
de solugdo inibidora e 20uL de amostra no tubo B.

Para o tubo B nao ha necessidade de cronometrar o
intervalo de adicdo de reagentes, visto que ndo ha
atividade da enzima neste tubo. O mesmo é preparado
com a finalidade de eliminar interferentes de aspecto
fisico (ictericia, lipemia, entre outros) da amostra.

5-Homogeneizar e ler as absorvancias do T (teste) em
espectrofotdmetro ou fotocolorimetro, em 410nm ou filtro
azul, acertando o zero com o branco. A cor final permanece
estavel por 15 minutos, a temperatura ambiente (20-30°C).
Apés a leitura vide item calculos.

CURVA DE CALIBRA(}I\O
1.600 - colinesterase
. Padrao|Absorvancia| Conc.
1.400 -
(U.I./mL)
1.200 -
. 1 0.000 0
g 1.000 -
€ 2 0.187 2
E 0.800 ol
: e 3 0.351_| 3.75
0.600
/ 4 0.654 7
0.400 o
0200] / 5 0.818 8.75
N ‘ ‘ ‘ ‘ 6 1.308 14
5 10 15 20
concentragéo (U.I/mL ) 7 1.460 17

Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o resultado

de seu ensaio.

e A curva de calibragdo é a representagdo grafica da relacdo

entre os valores das absorvancias com os valores das
concentragdes de um conjunto de solugdes padrdao. Sao
necessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo
das solugdes padrdo; (2) medigdo dos valores de
absorvancia das solugdes padrao, de acordo com o
especificado no procedimento técnico da presente instrugdo
de uso, e (3) montagem de um grafico, em papel especial,
linear, onde sdo relacionados os valores de absorvancia
com os de concentragdo, conforme demonstrado na figura
acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em
um espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec,
comprimento de onda de 410nm e cubetas com passagem
de luz de 10mm.

e A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagao
até uma determinada concentracdo, na qual pode ser
determinado um fator de calibragdo (F) de acordo com a
Lei de Beer. As curvas de calibragdo sao utilizadas para
substituir os calculos matematicos na determinagdo das
concentracGes das amostras. A leitura da amostra é
localizada no grafico apropriado e a concentragdo
correspondente determinada a partir da curva. Tal
procedimento sera valido se a leitura da amostra estiver
no intervalo da linearidade da reagao.

e A reacgao é linear até 14 U.I./mL (ver curva acima).
Obtendo-se valores mais elevados, dilui-se a
amostra com solugao fisiolégica e procede-se a
nova dosagem. Multiplicar o valor encontrado pelo
fator de diluicao.

e O kit de Colinesterase Doles possui padrao no
intervalo de linearidade da metodologia adotada.
O laboratorio deve realizar o ensaio com o padrao
que acompanha o kit e calcular seu fator de
calibragcdao (F), de acordo com o exemplo
estabelecido nos calculos.

e O fator deve ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

e Os padrdes utilizados na montagem da curva de calibragao
foram estandardizados seguindo o descrito em:
“Colorimetric Determination of Serum Cholinesterase and
Its Genetic Variants by the Propionylthiocholine - Dithiobis
(nitrobenzoic Acid) Procedure”, Dietz A.A. e colaboradores
in “Selected Methods of Clinical Chemistry” vol. 08, 1977 -
American Association for Clinical Chemistry.

CALCULOS

7
Fator (F) =

absorvincia P(média)

Colinesterase (U.1./mL) =T x Fator (F)

Exemplo:
Leitura:
Padrdo: 0,651; 0,656, 0,654
Teste : 0,700
0,651 + 0,656 + 0,654
Média padrdo = =0,654
3
7

F= —= 10,70

0,654

Colinesterase (U.I/mL) = 0,700 x 10,7 = 7,5

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES S.I.
Colinesterase (U.I./L) = Colinesterase (U.I./mL) x 1000
Uma U.I. de Colinesterase é a quantidade de enzima
que hidrolisa um umol de substrato/minuto/mL de
soro, 37°C.

LIMITAGCOES DO SISTEMA

e Para se obter étimo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Qualquer alteracdo podera
levar a resultados erréneos.

e N&o usar amostras hemolisadas pois os eritrdcitos sdo
ricos em AChE.

e O controle de tempo de incubacdao (2 minutos e 30
segundos) deve ser feito com um cronémetro. Uma
diferenga de 15 segundos leva a um erro de 10% na
dosagem da colinesterase.
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CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.Alimpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sdo de fundamental importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2.A agua utilizada na limpeza do material, no preparo dos
reagentes e na dosagem, deve ser de boa qualidade.

3.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.

4.As pipetagens devem ser precisas.

5.0 nivel da dgua do banho-maria deve ser superior ao nivel
dos reagentes nos tubos de ensaio. A temperatura (37°C)
deve ser rigorosamente observada.

6.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade e outro soro
controle de valor elevado.

VALORES DE REFERENCIA
Sexo feminino
Sexo masculino

5,0-10,5U.I./mL
6,1-12,1U.I./mL

SIGNIFICADO CLINICO

A colinesterase sérica ou pseudo colinesterase, é
sintetizada pelo figado. Tem apreciavel valor quando dosada
no sangue de individuos suspeitos de hepatopatia, pelo
fato de encontrar-se diminuida em todas afecgGes hepaticas
parenquimatosas difusas como: hepatite virdtica, cirrose,
neoplasma maligno metastatico, figado cardiaco e necrose
amebiana do figado. Ndo &, porém, método especifico, pois
pode estar diminuida na desnutricdo, nas anemias, no
enfarto do miocardio, nas infecgGes ou na gravidez (10-
15% abaixo da faixa normal).

Na intoxicagdao por inseticidas organofosforados, a
colinesterase sérica encontra-se diminuida, sendo esta a
principal indicagdo clinica para sua dosagem.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 44 testes em amostras cujos teores de
colinesterase situavam-se no intervalo de 1,3 a 13,5 U.I/
mL. Esses ensaios foram realizados em paralelo com uma
metodologia de referéncia. A comparagdo do kit de
Colinesterase Doles (Y) com a metodologia mencionada (X)
deu origem a seguinte equagdo de regressdo linear: Y =
1,213X - 1,46, sendo o coeficiente de correlagdo 0,999.
Testes mostram recuperagdo entre 96 e 104%.

O erro da média foi de 2,28%.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com 2 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 Amostra 2
Concentragao (U.I./mL) 1,64 8,51
Desvio padrao 0,05 0,20
Coeficiente de variagao (%) 3,04 2,35

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens, durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 Amostra 2
Concentragao (U.I./mL) 1,53 8,98
Desvio padrao 0,05 0,27
Coeficiente de variagao (%) 3,27 3,00

Especificidade: a presente metodologia é especifica para
determinacdo da colinesterase.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,005,
corresponde a 0,4U.I./mL de colinesterase, quando
realizados os testes em espectrofotdmetro, a 410nm. A
sensibilidade do sistema estda diretamente relacionada com
a do aparelho utilizado no laboratério.

Diluicao da matriz: estudos sucessivos de diluicao da
matriz mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagndstica na metodologia de Dietz modificado.

Substancias interferentes: ndo utilizar amostras
hemolisadas pois as hemacias sao ricas AChE.
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TERMOS E CONDICGES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem

estritamente as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de

setembro de 1.990 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagndstico sdo garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento dos

mesmos, se obedecidas as condigdes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o
procedimento técnico.

2.As condigdes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigBes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serao substituidos, sem onus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05
Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07,
Caixa Postal 1051
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email: doles@doles.com.br
www.doles.com.br
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