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FOSFATASE ALCALINA CINETICA

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema cinético para determinagao de Fosfatase
Alcalina (FALC) no soro ou plasma.

Somente para uso diagnoéstico in vitro.

PRINCiPIO
FALC
p-Nitrofenilfosfato === p-Nitrofenol + fosfato

A Fosfatase Alcalina, em meio alcalino, promove
a hidrolise do substrato p-Nitrofenilfosfato
liberando p-Nitrofenol.

O substrato é incolor e o radical p-Nitrofenol
liberado é amarelado. A intensidade de cor é
proporcional a concentragdo da enzima no soro.
A atividade enzimatica é determinada pela
velocidade de formagao do p-Nitrofenol, medida
em 405nm.

METODOLOGIA
Cinético, colorimétrico, DGKC.

REAGENTES E APRESENTACAO
Reagentes

Tampao: Dietanolamina 1,25mmol/L. Contém
Azida Sddica 0,1%.

Substrato : p-Nitrofenilfosfato 50mmol/L.
Contém Azida Sédica 0,1%.

Apresentacao
Tampao 5x16mL
Substrato 5x 4mL

NUMERO DE TESTES
Sistema manual : 100 testes
Sistemas automaticos: 400 testes (aproxim.)

(*) A quantidade de testes na automacdo é
variavel de acordo com o equipamento.

Protocolos de automacgcao encontram-se

.disponiveis no site Doles ou através do

Servico de Atendimento ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS

NAO FORNECIDOS

e Espectrofotometro com leituras em 405nm,
cubeta termostatizavel, com 10mm de passagem
de luz e banda espectral de 8nm ou menos.

e Pipetas graduadas.

e Pipeta semiautomatica de 20uL.

e Ponteiras descartaveis.
e CronOmetro.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Tampao: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Estavel até a data de vencimento indicada no
rotulo do frasco, obedecidas as condicbes de
armazenamento.

Substrato: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Estavel até a data de vencimento indicada no
rotulo do frasco, obedecidas as condigbes de
armazenamento.

Substrato (uso): armazenar a temperatura de
2-8°C. Estavel por 30 dias apds o preparo. Evitar
exposicao a luz.

CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO DOS
REAGENTES

Os reagentes sao somente para uso diagnostico
in vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso,
evitando-se contato com pele e mucosas.
Havendo contaminacao acidental, lavar a parte
afetada em agua corrente. O descarte do
material utilizado devera ser feito obedecendo-
se aos critérios de biosseguranca estabelecidos
pelo laboratério, de acordo com as normas locais,
estaduais ou federais.

Irritante

Observar a simbologia
constante nos rétulos
do produto:

AMOSTRA

Soro ou plasma (colhido com heparina). A
atividade enzimatica mantém-se inalterada por
7 dias a temperatura de 2-8°C e 30 dias a 20°C
negativos.

Todas as amostras bioldgicas devem
ser consideradas como potencialmente
infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Opgao 01: Transferir todo conteudo do
frasco substrato para o frasco tampao e
homogeneizar por inversao. Anotar a data do
preparo e vencimento. O substrato de uso é
estavel por 30 dias se mantido entre 2-8°C
e nao havendo contaminagao quimica ou
bacteriana. A presenca de turbidez no substrato
de uso é um indicativo de contaminacao,
descartar o reagente.

Opgao 02: O substrato de uso pode ser
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preparado de acordo com a necessidade. Para
tal misturar 04 partes do tampdo com 01 parte
do substrato.

Realizacao do teste:

1.Transferir 1mL do substrato de uso para um
tubo de ensaio e deixa-lo por alguns minutos a
temperatura ambiente.

2. Adicionar 20uL da amostra ao substrato de uso
e homogeneizar com ligeira agitagao.

3.Transferir a solugao para a cubeta termostatizada
a 37°C (por aspiragao em equipamentos dotados
de cubeta de fluxo), 405nm.

4 .Esperar 01 minuto.

5.Fazer a leitura inicial em absorvéancia, disparando
simultaneamente o cronémetro. Anotar o
achado.

6.Repetir as leituras em intervalos de 1,2 e 3
minutos.

7.Calcular a média das diferencas de absorvancias
por minuto (AA/minuto), utilizando-a para
calcular o resultado.

CALCULO

FOSFATASE ALCALINA U/L = AA/minuto x 2764
Exemplo:

Leitura inicial = 0.576

Leitura (1° minuto) = 0.606 AA =0.606 —0.576 = 0.030
Leitura (2° minuto) = 0.636 AA = 0.636 —0.606 = 0.030
Leitura (3° minuto) = 0.666 AA=0.666 —0.636 =0.030

AA 1° minuto + AA 2° minuto + AA 3° minuto

3

AA/minuto =

. 0.030 +0.030 + 0.030
AA/minuto = 3 =0,030

FALCU/L = 0.030x 2764 =283

DETERMINAGCAO DO FATOR

AA 1 1,02

FALC (atividade U/L) = X X
min 1845 0,02

X 1000 =AA x 2764

18.45 = absor¢ao molar do 4-Nitrofenol em 405nm.
1,02 = volume total da reagdo em mL

0,02 = volume de soro em mL

1000 fator / transformagao de mililitro em litro.

OBSERVACAO : Os valores encontrados em 37°C
podem ser convertidos para 30°C dividindo os
mesmos pelo fator 1,24.

LINEARIDADE

A reacdo é linear até uma concentracao,
aproximada, de 690 U/L. Para valores maiores
diluir a amostra 1:10 com soro fisioldgico, repetir

a determinacdo e multiplicar o resultado obtido
por 10.

\
A linearidade do método pode ser comprometido
pela linearidade do equipamento utilizado.

LIMITAC()ES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema,
€ necessario que o procedimento técnico seja
rigorosamente seguido conforme instrucdes de
uso. Alteragdes no procedimento técnico podem
levar a resultados erréneos.

Nao utilizar o Reagente de Trabalho se a leitura
de sua absorvancia contra agua, 405nm, for
superior a 1,100.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material
a ser utilizado sao de fundamental importancia
para a estabilidade dos reagentes e obtengao
de resultados corretos.

2.A manutencao dos equipamentos utilizados
(pipetas analisadores, etc...) sao de fundamental
importancia para obtencdao do desempenho
técnico esperado para o produto.

3.As pipetagens devem ser precisas.

4.0 uso de soro controle de referéncia deve
ser uma pratica rotineira do laboratodrio.
Recomenda-se utilizar um soro controle com
valor na faixa de normalidade (soro controle N
- Doles) e outro soro controle de valor elevado
(soro controle P - Doles).

5.Utilizar regras de controle apropriadas para
verificar a estabilidade do sistema de medicao.

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabeleca
sua propria faixa de valores de referéncia na
populacdo atendida.

Como orientacao, sugerimos os seguintes valores
para 37°C:

Adultos: 100 - 290 U/L
Criancas até 15 anos: 180 - 650 U/L

SIGNIFICADO CLINICO

Os niveis de Fosfatase Alcalina sérica sdo de
grande significado na investigacao das desordens
hepatobiliares e ésseas. Nas enfermidades
hepatobiliares, as elevagbes sao encontradas,
predominantemente, na obstrucao extra-hepatica
(cdlculo vesical, cancer de cabeca do pancreas).
Na obstrucao do trato biliar, a atividade da
fosfatase alcalina pode estar elevada até dez
vezes em relagdo aos mais altos valores de
referéncia.

O aumento da fosfatase alcalina encontra-
se presente em varias enfermidades dsseas,
especialmente naquelas que evoluem com
quadro de osteodlise. A doenca de Paget talvez
seja, a doenca dssea que apresente as maiores
atividades de fosfatase alcalina, com niveis 10 a
25 vezes acima dos limites superiores dos valores
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de referéncia.

Discretos aumentos se verificam na osteomalacia,
raquitismo, hiperparatireoidismo, fraturas e
durante o crescimento dsseo.

Niveis elevados de fosfatase alcalina sao
encontrados no sarcoma osteogénico.

Discreto ou moderados aumentos podem ser
observados durante a gravidez, sendo essa
fosfatase de origem placentaria.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Foram realizados 40 dosagens em amostras
cujos niveis de FALC situavam- se no intervalo de
18U/L a 500U/L. As mesmas feitas em paralelo
com um produto comercial de metodologia
similar (X) deram origem a seguinte equacao de
regressao linear: Y= 1,01X, sendo o coeficiente
de correlacao de 0,99.

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

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragdo (U/L) 60,2 1914
Desvio padrao (U/L) 2,53 6,13
Coeficiente de variagdo (%) 4,20 3,20

Reprodutibilidade: foram realizadas 20
dosagens durante 20 dias consecutivos, obtendo-
se 0s seguintes resultados:

Amostral | Amostra 2
Concentracao (U/L) 79,7 236,3
Desvio padrao (U/L) 3,28 6,87
Coeficiente de variag@o (%) 4,11 2,91

Especificidade: a presente metodologia é
especifica para determinagdo da Fosfatase
alcalina. Solugdes proteicas isentas de Fosfatase
alcalina quando dosadas pela presente técnica
resultaram em leituras de absorvancias inferiores
a 0,002.

Sensibilidade: utilizando-se de um
espectrofotOmetro de alta resolugdo, cubetas
10mm de passagem de luz e a 37°C,a variacao
de 0,001 na absorvancia corresponde a 2.76 U/L
a 405nm.

Fatores Interferentes

Nao utilizar soros hemolisados ou lipémicos
para determinacao das fosfatases. O uso de tais
amostras pode levar a resultados falsamente
elevados.

Podem-se obter resultados erréneos ao nao
se observarem cuidados com a conservacao da
amostra e a temperatura de reacao.
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TERMOS E CONDICOES 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.

Os reagentes que compdem este sistema para
diagndstico sdao garantidos na sua performance,
reprodutibilidade e qualidade até a data de
vencimento.

Os produtos que apresentarem problemas
técnicos comprovados serao substituidos,
sem Onus para o consumidor.

Doles Reag. Equip. para Laboratorios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 493, Lt.07

Chécara Retiro, Conjunto Palmares.

CEP: 74775-027

Goiania - GO - Brasil

e-mail: doles@doles.com.br
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