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MUCOPROTEINAS

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinacao das mucoproteinas
no soro.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCiPIO )

Proteinas sdo precipitadas em solucdo de Acido Perclérico
0,6M, restando a fragdao glicoproteica chamada “seromucoide”
(mucoproteinas). Posteriormente a fragdo glicoproteica é
dissolvida e quantificada em termos de tirozina.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA

Mucoproteinas Doles ¢é uma modificagdo da técnica de
Winzler com alteragdes propostas por Weimer e Moshim. A
utilizagdo de Acido Perclérico 1,8M permite a precipitagdo das
proteinas séricas, ficando a fracdo mucoproteica seletivamente
em solugdo. A utilizacdo de solugdo alcalina e reagente de
Folin estandardizados permitem a obtengdo de resultados
precisos.

METODOLOGIA
Winzler modificado.

REAGENTES .

Acido Perclérico : solugdo aquosa 1,8M de Acido Percldrico.
Reagente fosfotingstico: solucdo de Acido Fosfotingstico
0,009M em Acido Cloridrico 2M.

Reagente de Folin: solugao aquosa contendo por litro: 0,25M
de Tungstato de Sddio, 0,086M de Molibdato de Sédio, 0,7M
de Acido Fosférico, 0,92M de Acido Cloridrico, e 0,97M de
Sulfato de Litio.

Solugao padrao 6mg/dL: solugdo aquosa correspondendo
a 6mg/dL de mucoproteinas em termos de Tirozina.
Reagente 080-5: solugdo 2M de Carbonato de Sdédio.

APRESENTAGAO

Acido Perclérico 1,8M 1 x 66mL
Reagente fosfotungstico 1 x 16 mL
Reagente de Folin 1 x 10mL
Solugdo padrdo 6mg/dL 1 x 3 mL
Reagente 080-5 1 x 26mL

NUMERO DE TESTES
26 testes

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
FORNECIDOS

e Espectrofotdbmetro ou fotocolorimetro capaz de medir a
absorvancia em 680nm ou filtro vermelho.

Tubos de centrifuga.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica 20uL.

Ponteiras descartaveis.

Agua destilada ou deionizada.

Centrifuga.

Cronémetro.

Frasco plastico com capacidade de 250mL.

Solugdo fisioldgica.

Papel de filtro de alta retengdo.

Funil de vidro.

Proveta de 250mL.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Acido Perclérico 1,8M: armazenar a temperatura ambiente
(20-30°C), em local ventilado e ao abrigo da luz. Estavel até
a data de vencimento indicada no rétulo do frasco, obedecidas
as condicbes de armazenamento.

Reagente fosfotingstico: armazenar a temperatura
ambiente (20-30°C), em local ventilado e ao abrigo da luz.
Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco,
obedecidas as condigbes de armazenamento.

Reagente de Folin: armazenar a temperatura ambiente (20-
30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no roétulo do
frasco, obedecidas as condigbes de armazenamento.
Solugao padrdao 6mg/dL: armazenar a temperatura
ambiente (20-30°C) antes de abrir. Apds abertura, armazenar
bem vedado sob refrigeragao (2-8°C).

Reagente 080-5: armazenar a temperatura ambiente (20-
30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do
frasco, obedecidas as condigdes de armazenamento.
Solugao alcalina (solugcdao 080-5 diluida): apods
reconstituicdo, armazenar em vasilhame plastico a
temperatura ambiente (20-30°C). Estavel por dois anos apds
sua reconstituicdo, obedecidas as condigdes de
armazenamento e preparo.

CUIDADOS E PRECAUGCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdao somente para uso diagndstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se o
contato com pele e mucosas. Em caso de contaminagao
acidental, lavar a area 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.

Observar ainda a simbologia

=
constante nos rotulos do produto: G m
- F |
Corrosivo Irritante

AMOSTRA

Soro. Estavel por 7 dias, se armazenado sob refrigeragéo (2-
8°C). Ndo é recomendado usar plasma, pois podem-se obter
resultados falsamente diminuidos.

Todas as amostras bioldgicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Solugao alcalina

Adicionar o conteldo do frasco 080-5 a uma proveta e
completar o volume a 250mL com agua destilada. Transferir
para um vasilhame plastico e identificar com o rétulo anexo.
Estavel por dois anos apos sua reconstituicdo, obedecidas as
condigbes de armazenamento e preparo.

Proceder como segue:

Desproteinizagdo T

Vide item 2 de “Limitagcées do Sistema”.

Solugdo fisioldgica 4,2 mL
Amostra 0,8 mL
Acido Perclérico 1,8M 2,5mL

Agitar fortemente. Deixar repousar por 10 minutos e filtrar
em papel filtro altamente retentivo (ver item 3 de “limitagdes
do sistema”).

Precipitacdo das mucoproteinas T
Filtrado etapa anterior 3,0mL
Reagente fosfotungstico 0,5mL

Agitar e deixar repousar por 10 minutos. Centrifugar durante
5 minutos (3.000-4.000 r.p.m.). Decantar todo o sobrenadante.
Lavar o precipitado. Adicionar ao tubo 0,1mL de
reagente fosfotingstico e 0,5mL de agua destilada,
suspendendo o precipitado por agitagao. Centrifugar
novamente, em alta rotagao, durante 5 minutos.

\
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Decantar todo o sobrenadante, deixando posteriormente o
tubo emborcado sobre o papel filtro para que o liquido restante
escorra. Esse sera o tubo T (teste) utilizado para colorimetria.
Rotular um tubo de ensaio com B (branco) e P (padrao).

Proceder como segue:

Colorimetria B T P
Solugdo alcalina 4,0mL 4,0mL 4,0mL
Solugdo padrao - - 20pL
Reagente de Folin 0,2mL 0,2mL 0,2mL

Agitar imediatamente todos os tubos e colocar em banho
maria, a 37°C, durante 15 minutos. Retirar do banho maria
e ler absorvancias de P e T em espectrofotometro ou
fotocolorimetro, em 680nm ou filtro vermelho, ajustando
0 zero com o branco (B). A cor permanece estavel por 60
minutos a temperatura ambiente (20-30°C).

CURVA DE CALIBRAGAO

1.200|_
1.000 -_ c
i ~ P onc.
0.800 |— Padriao| Absorvancia (mg/dL)
s |
g 0.600 |— 1 0.000 0
2 ol 2 0.220 3
Q 0.400 —
8 3 0.442 6
v 4 0.882 12
s | . | . 1 . | .
0'0000 5 10 15 20 5 1.100 15
concentragdo (mg/dL) 6 1.170 18
Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o

resultado de seu ensaio.

e A curva de calibracdo é a representacdo grafica da relagdo

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 padrao; (2) medicao dos valores de
absorvancia das solugdes padrdo, 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 concentragao, conforme demonstrado na figura
acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec,
comprimento de onda de 680nm e cubetas com passagem
de luz de 10mm.

e A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagao
até uma determinada concentragdo, na qual pode ser
determinado um fator de calibragao (F), de acordo com a
Lei de Beer.

e O kit de Mucoproteinas Doles possui padrdo 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 calibragao
(F), de acordo com o exemplo estabelecido nos
calculos.

* A reagdo é linear até 15mg/dL (ver curva acima).
Obtendo-se valores mais elevados, diluir a amostra
com solugdo fisioldogica e procede-se a nova
dosagem. Multiplicar o valor encontrado pelo fator
de diluigao.

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

e Os diversos padrdes utilizados foram ajustados segundo a
metodologia original de Winsler (1).

CALCULOS

absorvancia T

Mucoproteinas (mg/dL) = x6
absorvincia P

Exemplo:

Leituras:

Teste (T) : 0,140

Padrao (P) : 0,442
0,140

Mucoproteinas (mg/dL) =——— x 6 = 1,90
0,442

Como o sistema colorimétrico segue a lei de Beer, basta a determinagdo
de um fator (F).

6

Fator (F) =
absorvancia P

Mucoproteinas (mg/dL) = absorvancia T x fator

Para determinagao do fator, recomenda-se dosar em triplicata o padrao,
ler as absorvdncias e tirar a média aritmética das mesmas.

Exemplo:

Leituras:

Teste (T) : 0,140

Padrado (P): 0,443; 0,441; 0,442

0,443 + 0,441 + 0,442

Meédia aritmética = = 0,442

3

Fator (F) = =136

0,442

Mucoproteinas (mg/dL) = 0,140 x 13,6 = 1,90

LIMITAGOES DO SISTEMA

1.Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Qualquer alteragdo podera levar

a resultados erroneos.

2.A desproteinizagao do soro por Acido Perclérico 1,8M
deve se processar a temperatura de 22-26 °C.
Temperaturas elevadas provocam resultados finais

artificialmente baixos.

3.A filtragem deve ser feita em papel altamente
retentivo (papel Whatman n° 50, Toyo n° 4, Green’S
807, SS589 - faixa azul). A centrifugacao ou filtragem
em papel de filtro com outras caracteristicas
incorpora ao filtrado porgées de proteinas
precipitadas levando a resultados falsamente

elevados.

4.0 soro deve ser previamente diluido em solugéo fisiologica
e posteriormente precipitado como no item 1. A ndo

observancia desse detalhe leva a resultados irregulares.

5.Ap6s a lavagem do precipitado, certificar-se de que a
centrifugagdo tenha sido correta de maneira a compactar
todo o precipitado no fundo do tubo. A permanéncia de parte
do precipitado, em suspensao, no liquido residual levara a

resultados falsamente baixos por perda de

obtengdo de
material no processo de decantagao.

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.
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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.

. As pipetagens devem ser precisas.

. O 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. O uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratdrio. 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).

u b

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratdrio estabelega sua propria
faixa de valores de referéncia na populagao atendida.

Como orientagdo sugerimos os seguintes valores:

Segundo Winzler: 2,34 - 3,92mg/dL de mucoproteinas, em
termos de tirozina.

SIGNIFICADO CLINICO

As mucoproteinas enquadram-se no grupo das glicoproteinas.
A dosagem dos niveis de mucoproteinas adquire importancia
pratica em patologia clinica para o diagnéstico diferencial de
infeccdes sobretudo como sinal de atividade inflamatéria.
Os valores apresentam-se aumentados em condigOes
patologicas associadas a processos inflamatodrios,
degenerativos, proliferativos ou traumaticos, como: neoplasias
com metdastases, doengas reumaticas, glomerulonefrites
agudas, obstrugGes biliares ou infecgdes, agudas e crénicas.
A diminuicdo da mucoproteina é constatada em insuficiéncias
hepaticas graves, como na cirrose portal descompensada. No
diabetes melittus descompensado e na sindrome nefrotica, os
valores da mucoproteina encontram-se, geralmente,
diminuidos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 42 testes em amostras cujo teor de
mucoproteinas se situava no intervalo de 1,8 a 8,3mg/dL. Esses
ensaios foram realizados em paralelo com uma metodologia
de referéncia. A comparacdo do kit de Mucoproteinas Doles
(Y) com a metodologia mencionada (X) deu origem a seguinte
equacgao de regressao linear: Y= 0,07 +1,025X, sendo o
coeficiente de correlagao 1,00.

Testes de recuperacdo mostram indice de recuperagao de 99
+ 5%.

O erro da média foi de 3,16%.

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

Amostra 1| Amostra 2
Concentragdao (mg/dL) 3,96 8,49
Desvio padrao 0,13 0,27
Coeficiente de variagdao (%) 3,28 3,18

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

Amostra 1| Amostra 2
Concentragdao (mg/dL) 4,16 7,84
Desvio padrao 0,15 0,27
Coeficiente de variagcdao (%) 3,61 3,44

Especificidade: as mucoproteinas sdo compostos de
proteinas e carboidratos, presentes nas frages globulinicas.
Quantidades variaveis de hexosaminas (glicosilamina e
galactosamina), em teores superiores a 4%, entram em sua
constituicdo. Sdo de interesse clinico: a alfa-1-glicoproteina e
a alfa-2-macroglobulina. A presente metodologia é especifica
para determinacdo das mucoproteinas totais.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,036,
corresponde a 0,5mg/dL de mucoproteinas, quando realizados
os testes em espectrofotémetro, em 680nm. A sensibilidade
do sistema esta diretamente relacionada com a do aparelho
utilizado no laboratorio.

Diluicao da matriz: estudos sucessivos de diluigdo da matriz
mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagnostica da presente metodologia de Winzler modificado.
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TERMOS E CONDIGCOES 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. O usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimento
técnico.

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

3. Os materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigGes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdo 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, Chacara Retiro

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

Caixa Postal 1051

e-mail: doles@doles.com.br

M.S.: n°10231810009

Revisdo: 12 (07/2009)

NEBER ISO 95001

Sistema da Qualidade
certificado desde 1999
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