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FOSFATASE ALCALINA LIQUIFORM

INDICAÇÃO MÉDICA DO EXAME

A determinação da fosfatase alcalina em amostras de sangue é útil na avaliação de doenças hepáticas e ósseas.

PRINCÍPIO

A fosfatase alcalina (FALC) do soro, em pH alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol e fosfato inorgânico de acordo com a seguinte reação: 

       FALC

p-nitrofenilfosfato + H2O


 p-nitrofenol + fosfato

A quantidade de p-nitrofenol produzida tem elevada absorbância em 405 nm e é diretamente proporcional à atividade da fosfatase alcalina na amostra.

AMOSTRA

Preparo do paciente

Recomenda-se jejum mínimo de 8 horas.

Tipos de amostra

Soro ou plasma (heparina). 

Armazenamento e estabilidade da amostra

A amostra é estável por 7 dias entre 2 – 8 ºC. Quando a amostra é armazenada à temperatura ambiente, obtêm-se resultados falsamente elevados.

Volume mínimo

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise)

Volume ideal

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise)

Critérios para rejeição da amostra

Presença de hemólise acentuada.

Fazer referência ao manual ou POP de colheita, separação e distribuição de material.

PRODUTO UTILIZADO

Fosfatase Alcalina Liquiform,   Catálogo 74-4/30

ANVISA - 10009010050

Labtest Diagnóstica

Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 - 8 ºC. 

Reagente 2: Armazenar entre 2 - 8 ºC. 

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. 

Indicar o modo de preparação a ser utilizado no laboratório e o modo de identificação do reagente de trabalho. 

Estável 5 dias entre 15 - 25 ºC e 30 dias entre 2 - 8 ºC.
Contém tampão 350 mmol/L pH 10,4, sulfato de zinco 1,0 mmol/L, acetato de magnésio 2,0 mmol/L p-nitrofenilfosfato (12 mmol/L, azida sódica 6,4 mmol/L.

Precauções e cuidados especiais

1. Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na manipulação do reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

2. Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições indicadas são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos à contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade. O laboratório deve estabelecer a estabilidade em suas condições operacionais.
3. O Reagente 1 contém azida sódica, que é tóxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestão e, no caso de contato com os olhos, lavá-los imediatamente com grande quantidade de água e procurar auxílio médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulações de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de água para descartar o reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

4. Não utilizar o reagente de trabalho quando sua absorbância, medida contra a água em 405 nm, for igual ou maior que 1,200 ou quando mostrar-se turvo ou com sinais de contaminação.

EQUIPAMENTOS 

Procedimento manual

1. Fotômetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidão a absorbância em 405 nm.

2. Banho-maria mantido à temperatura constante (37 °C). 

3. Pipetas para medir amostras e reagente. 

4. Cronômetro.

Procedimento automatizado 

Indicar o nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento analítico; fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo. 

Procedimento alternativo

Indicar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Enumerar as diferenças esperadas quando procedimentos manuais substituem procedimentos automatizados.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais para controle interno e externo da qualidade (fabricante, número de catálogo), instruções de preparo e frequência da utilização dos mesmos.

Limites de tolerância

Descrever o procedimento para definição dos limites de tolerância, o sistema adotado para utilização do mapa de Levey-Jennings e das regras de controle e as providências a serem tomadas diante de valores que ultrapassem tais limites. Fazer referência ao manual ou POP para utilização dos materiais de controle.

Verificação de novo lote de controles e/ou reagentes

Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e de reagentes.

Gerenciamento dos dados 

Definir como os dados relativos ao controle da qualidade são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

PROCEDIMENTO

Condições de Reação: comprimento de onda de 405 ( 2 nm, cubeta termostatizada a 37 ºC com 10 mm de espessura da solução, banda de passagem de 8 nm ou menos e luz espúria menor que 0,1%.

Procedimento manual

1. Pipetar 1,0 mL do Reagente de Trabalho em um tubo 12x75 e adicionar 0,02 mL de amostra. 

2. Homogeneizar.

3. Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 ºC. Esperar 30 segundos.

4. Fazer a leitura da absorbância inicial (A1), disparando simultaneamente o cronômetro.

5. Repetir a leitura após 2 minutos (A2).

Procedimento automatizado

Fazer referência ao manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Precauções e cuidados especiais

1. Para manusear e descartar reagentes e material biológico, aplicar as normas estabelecidas de segurança. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.
2. A limpeza e secagem adequadas do material são fatores fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos. Fazer referência ao manual ou POP de limpeza e verificação da qualidade da limpeza dos materiais.
3. A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade (1 megaohm ou condutividade (1 microsiemens e concentração de silicatos (0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágüe da vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade (0,1 megaohms ou condutividade (10 microsiemens. No enxágüe final utilizar água tipo II. Quando a coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre a produção de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da água. Fazer referência ao manual ou POP de água reagente.
4. Como ocorre com toda reação enzimática, a rigorosa observação do tempo e da temperatura de incubação é de grande importância para a qualidade dos resultados obtidos.

CÁLCULOS

Ver Linearidade.

(A Teste =  A2 – A1


Atividade da Fosfatase Alcalina (U/L) = (A Teste x 2764

O fator 2764 foi calculado segundo as condições da reação propostas acima. Recalcular o fator quando for efetuada qualquer modificação em um dos parâmetros utilizados para calculá-lo (Ver Método para cálculo do fator).

Método para cálculo do fator

     VT x 1000

Fator = 

      ( x VA x d

VT = volume total do ensaio (1,02 mL)

VA = volume da amostra (0,02 mL)

1000 = conversão de U/mL para U/L

d = espessura da solução (1 cm)

( = absortividade milimolar do p-nitrofenol em 405 nm (18,45)

RESULTADOS

Unidade de medida

U/L

Conversão de U/L para Unidades SI: (kat = U/L x 0,0167

Valores de referência

	
	37 ºC

	Adultos   (U/L)
	27 - 100

	Crianças (U/L)
	75 - 390


LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO

Linearidade

A reação é linear até 1500 U/L. Para valores maiores, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição. Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se situe entre 50 e 500 U/L. Sugerimos a verificação da linearidade metodológica e fotométrica semestralmente, no mínimo, utilizando amostras com valores até 1500 U/L.

Indicar o procedimento de diluição utilizado no laboratório.
Interferências

1- Citrato, fluoreto, oxalato e EDTA são inibidores da atividade da fosfatase alcalina porque formam complexos com o magnésio.

2- Valores de bilirrubina até 32 mg/dL não interferem na reação. 
3- Valores de triglicérides maiores que 1800 mg/dL produzem resultados falsamente elevados.

4- Amostras ligeiramente hemolisadas com hemoglobina até 30 mg/dL podem ser toleradas, mas as hemólises mais acentuadas não devem ser aceitas, porque produzem resultados falsamente diminuídos. Para avaliar a concentração aproximada da hemoglobina em uma amostra hemolisada, pode-se proceder do seguinte modo: 

Diluir 0,05 mL da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%).

Medir a absorbância a 405 0u 415 nm, acertando o zero com água destilada ou deionizada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbância405 x 601

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbância415 x 467

5- Estrógenos em altas doses, contraceptivos orais, agentes hipoglicemiantes, fenotiazina, eritromicina encontram-se entre as drogas que podem provocar aumento dos níveis de fosfatase alcalina.

6- Para uma revisão das fontes fisiopatológicas e medicamentosas de interferência nos resultados e na metodologia, sugere-se consultar Clin Chem 1975; 21: 1D-432D.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A fosfatase alcalina é produzida por muitos tecidos, principalmente pelos ossos, fígado, intestinos e placenta e é excretada pela bile. A dosagem sérica desta enzima é particularmente útil na investigação das doenças hepatobiliares e ósseas.

Níveis elevados de fosfatase alcalina ocorrem em pacientes com doenças ósseas caracterizadas por aumento da atividade osteoblástica como a osteíte deformante, raquitismo, osteomalácia, hiperparatireoidismo, metástase óssea, sarcoma osteogênico e doença de Paget.

Níveis elevados de fosfatase alcalina ocorrem também em pacientes com doenças obstrutivas das vias biliares, metástases hepáticas, doenças granulomatosas e na cirrose hepática. Nas doenças hepatocelulares como a hepatite aguda viral, em geral ocorre um ligeiro aumento da enzima.

Níveis diminuídos da fosfatase alcalina são encontrados na desnutrição crônica, na hipofosfatasemia e, ocasionalmente, no hipotireoidismo e anemia perniciosa.
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