PROTEINAS TOTAIS

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinagao de proteinas totais
no soro e outros liquidos bioldgicos (pleural, ascitico,
pericardico e sinovial).

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

O reagente do biureto, uma solugao de Sulfato de Cobre,
Citrato trissédico, Carbonato de Sddio e Hidroxido de Sddio,
reage com as proteinas da amostra, formando um complexo
corado de cor violeta, que é proporcional a concentragdo
protéica da amostra.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA

O reagente de biureto modificado, isoladamente, ndo reage
com as proteinas. S6 apods sua alcalinizagdo da-se o
desenvolvimento de reagdo corada. Esse detalhe permite a
dosagem em série de inUmeros soros. Particularidades na
formulagdo do reagente de biureto permitem que a reagao
corada se desenvolva integralmente em 5 minutos.

METODOLOGIA
Biureto modificado.

REAGENTES

Reagente de biureto (solugdao concentrada): cada frasco
contém 100mL da seguinte solugdo: Citrato Trissodico 0,57M,
Carbonato de Sddio 1,05M e Sulfato de Cobre 0,052M.
Hidroxido de So6dio 6M: solugdo aquosa de Hidroxido de
Sédio 6M.

Solugao padrao 4g/dL: solugdo de albumina bovina
estabilizada com azida sodica 1:1000.

APRESENTAGAO

Reagente de Biureto (concentrado) 100mL
Hidréxido de Sdédio 6M 20mL
Solugdo padrdo 4g/dL 3mL
NUMERO DE TESTES

Manual 200 testes
Automagao 1.800 testes

'/ Protocolos de automacdo encontram-se disponiveis

no site Doles ou através do Servico de Atendimento
ao Consumidor.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
e Frasco plastico com capacidade volumétrica de 500mL.
o Agua destilada ou deionizada.
Espectrofotometro ou fotocolorimetro com capacidade de
medir absorvancia em 550nm ou filtro verde.
Tubos de ensaio.
Pipetas graduadas.
Pipeta semiautomatica de 50uL.
Ponteiras descartaveis.
Cron6metro.
Baldo volumétrico de 500mL.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente de biureto (solugcdao concentrada): armazenar
a temperatura ambiente (20-30°C). Estavel até a data de
vencimento indicada no roétulo do frasco, se obedecidas as
condigdes de armazenamento.

Reagente de biureto (solucdo de uso): armazenar a
temperatura ambiente (20-30°C), em frasco plastico. Estavel
por 2 anos apds o preparo da solugdo de uso, se obedecidas
as condigbes de armazenamento e preparo.

Hidroxido de S6dio 6M: armazenar a temperatura ambiente
(20-30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo
do frasco.

Solugdo padrao 4g/dL: armazenar a temperatura ambiente
(20-30°C), enquanto lacrado. Apds a abertura, armazenar bem
vedado, a temperatura de 2-8°C. Estavel até a data de
vencimento indicada no rétulo do frasco.

CUIDADOS E PRECAUGCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnéstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se contato
direto 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 biossegurancga estabelecidos pelo laboratério, de
acordo com as normas locais, estaduais ou federais.

Observar ainda a simbologia =
constante nos roétulos do produto: o
Corrosivo Irritante

AMOSTRA

Soro, liquidos (pleural, ascitico, pericardico e sinovial). O sangue
deve ser colhido com o minimo de estase. A amostra devera
estar limpida (isenta de hemdlise). Permanece estavel por 3
dias, a temperatura de 2-8°C, ou por 7 dias, quando
armazenado a 10°C negativos. Soro com acentuada hemdlise
(>400mg/dL) promove resultados falsamente elevados das
proteinas totais.

Todas as amostras bioldgicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Preparo da solugao biureto de uso:

Adicionar a solugdo de um frasco de biureto (concentrada) a
um baldo volumétrico de 500mL e acertar o volume até a
marca utilizando agua destilada ou deionizada. Homogeneizar
bem e transferir para um vasilhame plastico identificado com
o rotulo anexo. A solucdo biureto de uso apresenta a seguinte
composicdo: Citrato Trissédico 0,114M, Carbonato de Sddio
0,21M e Sulfato de Cobre 0, 01M. Estavel por 2 anos, a
temperatura de 20-30°C.

Identificar 3 tubos de ensaio com B (branco), T (teste) e P
(padrao).

Proceder como segue:

B T P
Reag. de biureto (sol. uso) 2,5mL 2,5mL 2,5mL
Amostra - 50uL -
Solugao padrao - - 50uL
Hidréxido de Sédio 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas

Homogeneizar e deixar em repouso durante cinco minutos, a
temperatura ambiente (20-30°C). Ler o teste e o padrdao em
espectrofotdmetro ou fotocolorimetro, em 550nm ou filtro
verde, acertando o zero com o branco. A cor final da
reacdo permanece estavel por 30 minutos, a temperatura
ambiente (20-30°C).

CURVA DE CALIBRAGAO

1.200

| Padrio| Absorvancia Conc.
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Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o
resultado de seu ensaio.
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¢ A curva de calibracdo é a representacdo grafica da relacdo

entre os valores das absorvancias com os valores das
concentragbes de um conjunto de solugdes padrao. Sao
necessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo das
solugbes padrdo; (2) medicdo 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 sédo
relacionados os valores de absorvancia com os de
concentragdo, conforme demonstrado na figura acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotdmetro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec,
comprimento de onda de 550nm 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 calibragdo (F), de acordo com a
Lei de Beer. As curvas de calibragdo sdo utilizadas para
substituir os calculos matematicos na determinacdo das
concentracBes das amostras. A leitura da amostra é
localizada no grafico apropriado e a concentragédo
correspondente, determinada a partir da curva. Tal
procedimento sera valido se a leitura da amostra estiver no
intervalo da linearidade da reagao.

e A reacao é linear entre 0 e 12g/dL (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 diluigao.

O kit de Proteinas Totais Doles possui padrdao no

intervalo de linearidade da metodologia Biureto

modificado. O laboratoério deve realizar o ensaio com

o padrao que acompanha o kit e calcular seu fator

de calibragdao (F), de acordo com o exemplo

estabelecido nos calculos.

O fator deve ser refeito periodicamente e a cada

lote do produto.

e As solugdes padrdo utilizadas na montagem da curva de
calibragdo foram rastreadas contra “Protein Standard
Solution”, cat. N°540-10, com a proteina total de 8g/dL e
albumina de 5g/dL, procedente de “Sigma Chemical
Company”.

CALcuLoS

absorvancia teste

Proteinas totais (g/dL) = x4
absorvancia padrao
Exemplo:
Leituras:
Padrdo : 0,285
Teste : 0,379
0,379
Proteinas totais (g/dL) = x4 =532
0,285

Como a reagdo corada segue estritamente a lei de Beer, basta a
determinagdo de um fator (F) para cdlculo dos resultados.

4
Fator (F) =

absorvincia do padrdo

Proteinas totais (g/dL) = absorvdncia do teste x F

Para a obtengdo do fator (F), recomenda-se dosar em triplicata o padrdo,

ler as absorvdncias e tirar a média aritmética das mesmas.

Exemplo:
Leituras:
Padrdo : 0,285 ; 0,286, 0284

0,285 + 0,286 + 0,284
Meédia aritmética = =0,285
3
4
Fator (F) = =14,03
0,285
Leitura do teste = 0,379

Proteinas totais (g/dL) = 0,379 x 14,03= 5,31

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES DO
SISTEMA INTERNACIONAL (S.I.)

Para transformar proteinas totais (g/dL) em Unidades S.I.,
multiplicar o valor encontrado por 10, transformando-o em
g/L.

Exemplo: Proteinas totais (g/dL) x 10 = Proteinas totais (g/L)

LIMITACOES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrucdes de uso. Qualquer alteragdo podera
levar a resultados err6neos.

¢ A metodologia ndo é adequada para a dosagem de proteinas
na urina e no liquor. Para essas amostras, utilizar o Kit
Microprote Doles, especifico para liquor e urina.

¢ O estase venoso durante o processo de coleta da amostra
pode resultar em valores elevados, bem como hemodlise,
lipemia e hiperbilirrubinemia.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza 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 uso de soros controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. 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) .

VALORES DE REFERENCIA

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

Como orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

Soro

Adultos 6,0 - 8,0g/dL
Criangas 6,2 - 8,0g/dL
Prematuros 4,3-7,6g/dL
Recém-nascidos 4,6 - 7,4g/dL

SIGNIFICADO CLINICO

As proteinas totais apresentam-se aumentadas em casos de:
desidratagdo, mieloma multiplo, macroglobulinemia,
crioglobulinemia, lupus eritematoso sistémico, cirrose hepatica,
sarcoidose, linfogranuloma e leishmaniose visceral.

As proteinas totais apresentam-se diminuidas em casos de:
sindrome nefrética, hiperidratagdo, queimaduras severas,
desnutricdo, insuficiéncia renal, distlrbios da sintese proteica
e na sindrome de ma absorgéo.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 45 testes em amostras cujo teor de proteinas
se situava no intervalo de 2 a 10,8 g/dL. Esses ensaios foram
realizados em paralelo com uma metodologia de referéncia. A
comparacao do kit de Proteinas Totais Doles (Y) com a
metodologia acima mencionada (X) deu origem a seguinte
equagao de regressao linear: Y= 0,23 + 0,989X, sendo o
coeficiente de correlagao 0,99.

Testes mostraram uma recuperagao de 99 * 3,0%.

O erro da média foi de 1,97%.

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

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (g/dL) 6,51 8,82
Desvio padrao 0,12 0,11
Coeficiente de variagao (%) 1,84 1,25

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

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 - Codigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagnostico sdao garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento dos

mesmos, se obedecidas as condigGes abaixo:

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

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

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

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdo substituidos, sem onus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratdrios Ltda.

CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07, Chacara Retiro

Caixa Postal 1051

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

e-mail: doles@doles.com.br

Amostra 1 | Amostra 2
Concentracgao (g/dL) 5,98 9,31
Desvio padrao 0,15 0,20
Coeficiente de variacao (%) 2,51 2,15

M.S.: n°10231810037

Revisdo:

11 (07/2009)

NBR ISO 9001

Especificidade: a metodologia de Biureto é especifica para
determinagdo de proteinas no soro. Nao ha reagdes com
aminoacidos e dipeptideos.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,036,
corresponde a 0,5g/dL de proteinas totais no soro, quando
realizados os testes em espectrofotobmetro, a 550nm. A
sensibilidade do sistema estd diretamente relacionada com a
do aparelho utilizado no laboratério. A presente metodologia
ndo é sensivel para determinagdo de proteinas totais na urina
e no LCR.

Diluicao da matriz: estudos sucessivos de diluigdo da matriz
mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagndstica da presente metodologia de Biureto.

Substdancias interferentes: soro hemolisado e
medicamentos como esteroides anabdlicos, corticoesteroides,
digitalicos e tiroxina, promovem resultados falsamente
elevados das proteinas totais. Os estrogénios, laxativos e
contraceptivos orais, as reduzem. Quando do uso de plasma,
os valores encontrados sao mais elevados devido a presenca
do fibrinogénio.
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