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INTRODUGCAO

A determinacdo de um analito em amostra biolégica se baseia primariamente na reacdo do analito
gue se deseja avaliar, qualitativa ou quantitativamente, com um ou mais reagentes, visando a
formacdo de um produto, que pode ser identificado visualmente ou medido através de um
analisador.

Os produtos formados podem ter as mais variadas apresentacées, podendo ser uma aglutinacédo
de particulas, turvacdo, formacédo de cor ou formacdo de um produto sem cor, que pode ser
identificado ou medido através de fotbmetros ou contadores de radiacdo. Portanto, o trabalho no
Laboratério Clinico se baseia quase na sua totalidade, no uso de reagentes que produzem as
reacles desejadas, formando os produtos indicadores da reacao.

Reagentes para Pesquisa Visual ou Qualitativa

Os reagentes utilizados para pesquisa visual podem ser particulas de latex, células (principalmente
hemacias), onde séo aderidos antigenos ou anticorpos, destinados a reagir com a substancia cuja
presenca se deseja identificar. As particulas tém a funcdo de mostrar visualmente a reacéo
ocorrida, que se manifesta pela presenca ou auséncia de aglutinacao.

Os reagentes podem ainda ser anticorpos especificos para antigenos que desejamos pesquisar ou
quantificar e que desenvolvem reacdes cujo produto pode ser uma turvagdo ou uma precipitacao
em um meio sélido.

Outra forma de identificacdo visual consiste na coloracao de células onde os corantes reagem com
substancias presentes dentro das células, mostrando cores diferentes em funcdo das reacgdes
ocorridas.

A pesquisa visual utiliza também reagentes (antigenos ou anticorpos) imobilizados em membranas
ou microplacas, que reagem com a substancia a ser pesquisada. A ocorréncia da reacao antigeno-
anticorpo é mostrada pela a¢édo de reagentes auxiliares que desenvolvem cor, podendo até mesmo
mostrar simbolos de facil interpretacéo.

A cromatografia de coluna ou camada delgada é também um modelo de pesquisa visual, que
permite a separagdo de varios componentes em uma amostra biolégica. A identificagdo dos
analitos € realizada através dos mais variados processos de colorac@o ou pode ser feita através da
propria cor dos analitos separados, como na separacdo cromatografica das hemoglobinas. Em
muitos casos pode-se utilizar um instrumento para quantificar os analitos separados.

A pesquisa visual, quando qualitativa, € denominada genericamente como um "teste" que gera
uma decisdo de confirmar a auséncia ou presenc¢a do analito. E um resultado em que a resposta é
sim ou ndo, positivo ou negativo.

Reagentes para analise quantitativa

Na grande maioria das vezes, 0s reagentes utilizados na andlise quantitativa devem gerar
produtos, cuja quantidade pode ser medida com a utilizacdo de um analisador. Os dados obtidos
sdo comparados com padrdes calibradores para se obter a concentracdo do analito presente na
amostra. Durante muito tempo estes reagentes utilizaram somente substéncias quimicas,
organicas ou inorganicas, capazes de gerar um produto mensuravel.

O desenvolvimento de métodos eficientes de fermentacdo e separacdo permitiu a obtencdo de
enzimas purificadas de custo acessivel, fazendo com que estas possam ser utilizadas como
reagentes, substituindo os reagentes quimicos em varios sistemas analiticos. As enzimas
passaram a fazer parte da formulacdo de um nimero cada vez maior de sistemas analiticos com
as seguintes vantagens operacionais:

a) Emprego de reagentes pouco agressivos e de facil utilizagao;

b) Facilidade para utilizacdo monorreagente ou birreagente em analisadores semiautomaticos
e automaticos;

c) Custos operacionais totais similares aos dos reagentes quimicos, porque reduzem as
opera¢cBes manuais e sdo facilmente automatizados.



As enzimas sao também produtos quimicos, mas devido a caracteristicas proprias destes
reagentes, 0s sistemas analiticos utilizando enzimas sdo denominados enzimaticos. Os usuarios
dos reagentes enzimaticos sentiram a necessidade de distinguir estes reagentes dos reagentes
guimicos e criou-se entdo a denominacao de reagentes colorimétricos para os reagentes quimicos
e de reagentes enzimaticos para aqueles utilizando enzimas. Entretanto, muitos reagentes
enzimaticos formam produtos coloridos, sendo colorimétricos também.

Agua como Reagente
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A agua é o suprimento do Laboratério Clinico de menor custo. Talvez, por este motivo, sua
qualidade seja tdo negligenciada, apesar de ser um reagente importante e o mais utilizado.

A classificacdo de agua “PURA” pode ter diferentes significados, dependendo da situagéo.

Agua PURA para uso doméstico significa que ela é livre de microrganismos patogénicos e agentes
téxicos, sendo propria para o consumo humano.

Agua PURA para uso farmacéutico significa principalmente que ela é livre de pirogenios e
microrganismos.

No Laboratorio Clinico, a 4gua é utilizada como reagente quimico e por isto a denominacao agua
PURA significa que ela deve conter uma quantidade minima de contaminantes (ions, matéria
orgéanica e microrganismos), capaz de atender a diferentes aplicacoes.

Tracos de ions ou metais aceleram ou inibem vérias reag8es, principalmente as mediadas por
enzimas e prejudicam o desempenho de véarios reagentes, controles e calibradores.

O efeito das impurezas da &gua nos diversos testes de laboratério tem sido estudado
sistematicamente e existem evidéncias de numerosas causas de erro. O cloro utilizado na agua
servida a populacdo, na concentragdo em torno de 1,0 mg/L, pode introduzir erros de até 25% na
determinacé@o de cloretos e interfere com varios procedimentos em bacteriologia e enzimologia.
Tragos de metais aceleram ou inibem vérias reacdes e podem introduzir erros significativos nas
medicdes de atividades enzimaticas ou em procedimentos que utilizam enzimas como reagentes.
A dimensao do erro gerado pela impureza da 4gua depende em muito da concentracao do analito.
Um miligrama de sédio por litro de agua pode introduzir um aumento de 4,3 mEg/L na
determinacdo de sédio se a diluicdo utilizada for de 1:100, representando um erro de 3,1%, em
uma concentracdo de sddio de 140 mEqg/L. Por outro lado, 1,0 mg de potassio por litro de dgua
introduz um aumento de 2,5 mEg/L. Em uma amostra com potéssio de 4,0 mEq/L, o erro é de 62%.
Assim, a agua a ser utilizada no laboratério deve ser purificada para que nao produza
interferéncias nos testes ou ensaios. Varios séo os processos de purificacdo que estéo disponiveis
para utilizagdo no laboratdrio. Esta purificacdo consiste na eliminacdo de todas as substancias
dissolvidas e suspensas na agua.

Destilacéo: Processo de vaporizagdo e condensacgdo de um liquido para purificar ou concentrar
uma substancia ou para separar uma substancia volatil de outras substancias menos volateis. E o
método mais antigo de purificacdo da &gua.

Deionizacao: Neste processo a agua passa por um sistema contendo resinas insollveis, aniénicas
e catibnicas, onde os ions presentes na agua séo trocados pelos ions presentes nessas resinas.
No caso das resinas de troca catidnica, esta trocara seus ions hidrogénio (H") por contaminantes
catibnicos, como célcio, magnésio, ferro, aluminio, manganés, cobre, zinco, cromo, niquel e outros
cations metdlicos e cétions diversos.

As resinas anidnicas por sua vez trocam seus ions hidroxila (OH") pelos contaminantes anibnicos,
como clorato, clorito, cloreto, sulfato, sulfito, sulfeto, nitrato, nitrito, fosfato, fluoreto e outros anions,
além da silica.

Osmose Reversa: Processo pelo qual a agua € forcada a passar por uma membrana
semipermeével que age como um filtro molecular. A membrana remove de 90 a 99% das
impurezas da agua.

Devido a sua capacidade de remocgdo de bactérias e pirogénios, a osmose reversa €
frequentemente combinada com a deionizacdo de modo a reduzir a frequencia de regeneracéo das
resinas de troca idnica.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Don
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1tion
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1lcio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ferro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alum%C3%ADnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mangan%C3%AAs
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cobre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Zinco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromo
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%ADquel
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%82nion
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxila
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clorato
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Clorito&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sulfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sulfito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sulfeto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoreto
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADlica

Filtracdo com carvao ativado: Este processo remove o cloro por quimioabsorcdo e as
substancias organicas dissolvidas por adsorcdo. Geralmente o filtro de carvao ativado é colocado
nos sistemas de purificacéo da agua antes da osmose reversa e antes da deionizagao.

Ultrafiltracdo: Utiliza uma membrana com poros ligeiramente maiores que os da membrana de
osmose reversa. E utilizado para remover pirogénios da agua purificada.

A tabela 1 relaciona os varios procedimentos de purificagdo da dgua e sua eficiéncia na remogéo
dos principais interferentes.

Sélidos Gases Matéria . ‘-
. . o Particulas Bacteérias
lonizados lonizados Organica
Destilagdo E/B P B E E
Deionizagdo E E P P P
Osmose Reversa B P B E E
Carvao Ativado P P E/B P P
Ultra filtragdo P P B E E

Tabela 1: E = excelente; B = boa; P = pobre (remog¢&o pequena ou nula)

Uma combinacao dos processos de purificagdo da dgua para uso no Laboratério Clinico consiste
de: Filtro inicial para reter particulas e bactérias; Filtro de carvéo ativado para eliminar matérias
orgéanicas e Sistema deionizador de leito misto ou separado para reter ions, acoplado ou ndo a um
sistema de osmose reversa.

O processo de deionizacdo e de osmose reversa, tem aplicagdo muito comum nos Laboratérios
Clinicos, mas o sistema deve ser monitorado para que possiveis problemas sejam sanados. A
pequena sensibilidade no sistema de informacdo da qualidade da agua processada acarreta na
utilizac@o de agua imprépria. Contaminagdo com bactérias podendo deteriorar o sistema (resinas e
membranas). Liberacdo de silicatos, substancias alcalinas e potentes oxidantes, que interferem
nas reacdes, principalmente as enzimaticas.

A agua purificada para uso no Laboratério Clinico, deve ser submetida ao controle da qualidade
devendo ser testada todas as vezes em que se obtiver um novo lote.

A &gua de uso no laboratdrio pode ser classificada em fungéo da concentragdo de contaminantes
mais importantes.

Especificagfes estabelecidas no momento da producéo da agua:

NCCLS CLSI
Tipo | Tipo Il Tipo Il ARLC
Bactérias Heterotroficas (ufc/mL) <10 <1000 - <10
Resistividade (MQ/cm a 25 °C) > 10 >1 >0,1 >10
Condutividade (mS/cm a 25 °C) <0,1 <1 <10 <0,1
Silicatos (mg/L) <0,05 <0,1 <1 -
Carbono organico total (TOC) ng/g (ppb) - - - <500
Particulas (micra) <0,22u - - <0,22u
Armazenamento / Recipiente NI - - NI

Tabela 2: ufc - unidade formadora de coldnias; m2 - megaohms; [IS - microsiemens; NI — N&o
Indicado; ARLC = Agua Reagente para Laboratério Clinico

Existe ainda uma especificacdo para a dgua que é usada em HPLC, cultura de células e tecidos,
andlise de cromossomas e testes de HLA, que € denominada agua tipo “Especial”.

Cuidados devem ser tomados apOs obtencdo de agua destilada ou deionizada, pois ndo tem
sentido obter uma agua de boa qualidade e contamina-la durante o processo armazenamento.

A agua de tipo | s6 existe nesta forma no momento de sua producdo. Portanto, quando um
reagente requerer este tipo de agua, ele deve ser preparado imediatamente apds a producao da
agua purificada.



De modo geral, a 4gua deionizada se encontra em um estado antinatural e tem a tendéncia a
adquirir um estado intermediario entre o estado inicial e a purificacéo.

Os sistemas de armazenamento da agua de tipos Il e lll devem ser construidos com materiais que
nédo facilitem a contaminag&o quimica ou bacteriana.

O laboratoério deve seguir a RDC 302/2005 da ANVISA, que no item 6.2.7 descreve: “O laboratério
clinico e o posto de coleta laboratorial devem definir o grau de pureza da agua reagente utilizada
nas suas andlises, a forma de obtencéo, o controle da qualidade.”

Controle da Qualidade da Agua

A silica (contaminante fracamente ionizado) € uma das primeiras substancias que podem eluir dos
leitos de resina de troca ibnica quando se aproximam da saturacdo. A liberacdo de substancias
fortemente ionizadas ocorre em seguida, aumentando a condutividade.

Para realizar o controle da qualidade da agua para uso no laboratério, sdo indicados alguns testes:

1.Determinar a quantidade de silicato presente na agua. O silicato € o primeiro elemento
a aparecer na agua quando a coluna esta atingindo seu ponto de saturacdo e comega a se
tornar imprépria para utilizagdo. Para determinagdo qualitativa de silicatos na agua, a
Labtest disponibiliza o produto Silicato MA Ref. 603.

2.Medir a condutividade da agua. Condutividade é a capacidade que a agua possui em
conduzir corrente elétrica, quanto maior a condutividade, maior a quantidade de ions
presentes na agua. A medida da condutividade deve ser realizada com um condutivimetro.
Unidade: uS= microsiemens.

3.Realizar o controle microbiolégico da agua. Devera ser feito mensalmente e sempre
ap6s manutencdo do equipamento. O controle microbioldégico da agua é definido como
Unidades Formadoras de Colénia por mL de agua (UFC/mL). Cada laboratério devera ter
seu procedimento de coleta e medida

Para obter uma 4gua que contenha somente particulas menores que 0,22 p, utilizar um filtro
com poro de didametro nominal igual a 0,22 p.

Criar um sistema de registro da condutividade, da absorbancia encontrada no teste do Silicato MA
e do controle microbioldgico com as datas de realizagdo. Repetir este teste de controle da
gualidade da agua, no minimo semanalmente. Registrar todas as a¢des tomadas quando um dos
pardmetros se mostrar fora da especificacdo desejada.

Armazenamento

De modo geral, como a 4gua purificada se encontra em um estado antinatural e tem tendéncia a
retornar ao estado anterior a purificacdo, devem-se tomar cuidados no armazenamento. E
recomendavel obter a 4gua purificada na quantidade suficiente para um dia de trabalho.



Limpeza do Material de Laboratério

A utilizagdo de material limpo é fundamental para a qualidade dos resultados, pois a introdugéo de
contaminantes pode inibir ou potencializar as reagfes de modo indesejavel. Contaminantes
presentes no material de trabalho poderdo atuar como reagentes adicionais, que irdo agir como
inibidores ou ativadores e até mesmo podem ser da mesma qualidade do analito, produzindo
resultados falsamente elevados.

Os diversos procedimentos no laboratdrio podem requerer formas distintas de limpeza do material.
Assim, na determinacéo de tracos de elementos como calcio, ferro, cobre e outros, tratar a vidraria
com acido cloridrico a 50% ou acido nitrico a 30%, enxaguar com agua de torneira e em seguida
com agua destilada ou deionizada.

Entretanto, um modelo béasico que tem aplicagdo geral no laboratério pode ser proposto. Em
primeiro lugar devemos nos preocupar com a prevencado, para impedir que reagentes e proteinas
figuem aderidos a pipetas, tubos de ensaio e outros materiais.

Logo apos o uso desprezar o residuo e imergir a vidraria em uma solucdo de detergente (proprio
para uso em laboratérios) a 0,5% ou, no méximo, a 1,0%. SolugBes de detergentes muito
concentradas dificultam sua remocé&o da vidraria e os detergentes aderidos podem atuar como
inibidores ou ativadores de outras reacdes. A vidraria devera ficar imersa na solucéo de detergente
por aproximadamente 2 horas. O material deve ser enxaguado com agua de torneira e passado
pelo menos duas vezes em agua purificada. Secar em estufa.

Em analisadores semiautomaticos com cubeta de fluxo, aspirar no final da rotina diaria uma
solugdo de detergente a 0,5% e deixar agir. Antes do inicio da nova rotina, enxaguar bem com
agua purificada. Quinzenalmente aspirar para a cubeta 10 mL de uma solucdo de hipoclorito de
sédio a 2,5%. Deixar agir por 20 minutos e enxaguar em seguida com agua purificada. O
hipoclorito de sédio ndo € indicado para uso em metais por sua agdo corrosiva. Seguir as
orientacdes do fabricante do analisador.

As multicubetas dos analisadores automaticos apés o uso devem ser imediatamente esvaziadas e
colocadas em solugdo de detergente a 0,5% por aproximadamente 1 hora, lavados entdo com
agua de torneira e enxaguadas com agua destilada ou deionizada. Secar em estufa a 37 °C.
Seguir as orienta¢gBes do fabricante do analisador.



Reacdes

As reacdes correspondem ao resultado da atuacdo de um ou mais reagentes sobre o analito para
formar o produto. Existem varios modelos de reacédo e aquele a ser escolhido para determinado
sistema analitico irA depender dos reagentes a serem utilizados ou disponiveis e das facilidades
instrumentais.

Reacado de Aglutinacdo: Séao utilizadas particulas ligadas a antigenos ou anticorpos que reagem
com um analito produzindo uma reacéo visivel a olho nu ou ao microscopio. Na maioria dos
formatos analiticos as reagfes positivas se manifestam por presenca de aglutinacdo. Em algumas
reacBes de aglutinacdo utiliza-se o modelo da inibicdo de aglutinacdo e as rea¢Bes positivas se
manifestam pela auséncia de aglutinacéo.

Reacdo de turvacdo e precipitacdo: As reacdes de turvacdo ocorrem por precipitacdo de um
analito, na maioria das vezes uma proteina, por acdo de um reagente que pode ser um anticorpo e
0 precipitado permanece na forma de suspenséo que sera quantificado por espectrofotometria. O
comportamento cinético dessas reagdes normalmente é de ponto final, ou seja, o produto formado
atinge o seu ponto méaximo de detec¢do e permanece inalterado por um determinado tempo em
funcdo de sua estabilidade.

Reacédo Colorimétrica: Reacé@o Colorimétrica é aquela em que o produto formado tem uma cor e
a intensidade da cor é medida na faixa visivel do espectro (380 - 680 nm).

Reacéo Ultravioleta (UV): So reagdes cujos produtos formados absorvem energia radiante ("luz")
na porgao do ultravioleta préximo, mais especificamente em 340 ou 365 nm.

A reacdo colorimétrica ou a reagdo ultravioleta pode ser utilizada em varios modelos, como
reacdo de ponto final e reacdo cinética.

Reacé&o de Ponto Final
As reacfes de aglutinagéo, turvacdo ou precipitacdo sdo, em muitas situagdes, reacdes de ponto
final, mas o termo é especialmente dedicado aquelas reacdes que formam um produto cuja
concentracao chega a um ponto maximo, permanecendo inalterada por um determinado tempo em
funcado da estabilidade do produto formado. Estas reagBes podem ser colorimétrica ou ultravioleta.
Um ndmero bastante elevado de ensaios utiliza as rea¢des de ponto final onde a concentragédo do
produto formado é medida fotometricamente. Podemos mencionar alguns exemplos, como as
determinagdes quimicas ou enzimaticas de albumina, colesterol, glicose e triglicérides.
A Figura 1 mostra graficamente uma reacao de ponto final. A divisdo em trés etapas mostra o inicio
e incremento na formacdo do produto, a etapa de estabilidade, e o decaimento do produto por
perda da estabilidade.
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Figura 1: TO - T1 — Tempo de formacdo do produto. T1 - T2 - Tempo em que a reacdo se
completou e permanece estavel. Neste intervalo sera realizada a medicdo da quantidade de
produto da reagdo. T2 - T3 - Perda da estabilidade do produto formado.



Utilizacdo do Branco de Reagente

E necessario utilizar o Branco do Reagente como referéncia sempre que a absorbancia da mistura
de reagentes no comprimento de onda utilizado, for diferente da absorbancia da agua.

No teste de Proteinas Totais, por exemplo, vemos que em 545 nm o reagente tem uma
absorbancia. Ao utilizarmos o reagente como Branco, para zerar 0 equipamento, estamos
eliminando a contribuicdo desta absorbancia nos resultados.
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Figura 2: Al - Absorbancia do Reagente (Branco da Reacao); A2 - Absorbancia do Padrao
(Amostra); A2 — Al = Absorbancia da Reacéo

Utilizagdo do Branco de Amostra
E indicado quando a contribuicdo fotométrica da amostra no comprimento de onda utilizado altera
significativamente o resultado final.
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Figura 3: A1 — Absorbancia do branco da amostra (mistura do 1° reagente com a amostra); A2 —
Absorbancia da Reagao mais absorbancia do branco da amostra;
A2 menos Al = Absorbancia corrigida da Reacéo



Reacdao Cinética

Sao reacdes onde a velocidade da formacéo do produto é medida durante um intervalo de tempo,
gue pode ser horas, minutos ou segundos e a denominagdo cinética é decorrente do
relacionamento da reacdo com o tempo. Muitos consideram que as reacdes cinéticas sao aquelas
em gque se mede a formacdo de produto usando pequenos intervalos de tempo, minuto a minuto,
na faixa ultravioleta do espectro (340 ou 365 nm). Estas reagfes, sem dlvida, sdo cinéticas, mas
também o sdo aquelas reacbes em que se mede a formacdo de um produto em 5, 10 ou 30
minutos de incubacgdo. As medigBes da atividade da fosfatase alcalina e amilase, entre outras, sé&o
realizadas utilizando reacdes cinéticas.

Reacéo Cinética Continua
As reacdes que utilizam medidas continuas da formagdo de produtos sdo denominadas "reacdes
de cinética continua".
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Tempo de Reacdo (min)
Figura 4: a-b - fase inicial da reacdo onde a velocidade ndo é constante; b-c - reagcdo com
velocidade constante onde sdo obtidas as diferencas de absorbancia/minuto (4abs/min), usadas
para calcular o resultado; ¢ - reducdo da velocidade de reacdo por esgotamento do substrato.

Na reacdo de cinética continua quando ndo se dispde de um fotbmetro com temperatura
controlada, deve-se utilizar reac¢ao cinética de tempo fixo.

Reacéo Cinética de Tempo Fixo com medigdo em Ponto Final

As reacdes cinéticas de tempo fixo com medicdo em ponto final requerem um rigoroso controle do
tempo e da temperatura de incubacéo, para que os resultados tenham a qualidade esperada. Um
dos erros mais comuns neste tipo de reacdo ocorre no controle do tempo de incubacdo. Deve-se
marcar o tempo no momento em gque a amostra entra em contato com o substrato, que ja deve
estar na temperatura de incubacao, isto é, dentro do banho-maria. Quando houver varias amostras
a serem dosadas, pipeta-las com intervalos de tempo, 10 a 15 segundos. Quando o tempo se
completar, interromper a reagdo com 0S mesmos intervalos.

0,500 1

0,400

Ahzorbéncia

T1 T2

0,300 4

0,200 4

0,100 : . . .
0 5 10 15 20
Tempo de Reacdo (min)
Figura 5: TO - T1 - Intervalo de tempo onde ocorre a reagéo; T1 - Interrup¢do da reagéo
enzimatica; T1 - T2 - Intervalo de estabilidade do produto da reacéo
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Um mesmo analito pode ser determinado tanto por uma reacéo cinética continua como por uma
reacdo de cinética de tempo fixo e podemos citar como exemplo a determinacao da Gama Glutamil
Transferase.

Reacéo Cinética de Dois Pontos

As reacfes cinéticas sao geralmente aplicadas nas determinacdes de atividade de enzimas, mas
podem ser utilizadas para determinacdo de analitos, habitualmente ensaiados por reacfes de
ponto final. A creatinina é comumente dosada com uma reacdo de ponto final, mas pode-se
também utilizar uma reacéo cinética de dois pontos. Neste caso, a reacdo de ponto final é aplicada
em metodologias manuais e a reacdo cinética € utilizada, principalmente, em metodologias
automatizadas.

Quando se dispbe de facilidades instrumentais para medidas fotométricas continuas em tempos
reduzidos, pode-se medir em modo cinético de dois pontos varios analitos habitualmente
ensaiados por reacdes de ponto final. Se uma determinacéo de glicose, usando a enzima glicose
oxidase, ¢ medida em 10 minutos na reagdo de ponto final, pode-se realizar a mesma
determinacdo usando um instrumento capaz de medir a reacdo em um tempo de 5 minutos ou
menos, quando se tem a certeza de que as medi¢cdes das amostras desconhecidas, calibradores e
controles serdo realizadas no mesmo tempo de reacdo e que a velocidade de reacdo € a mesma
para amostras, controles e calibradores.

As reacgbes cinéticas de dois pontos podem ser utilizadas para diminuir o tempo de reacdo,
minimizar a acéo de interferentes ou estender a linearidade do sistema analitico. Comumente, as
reacdes cinéticas de dois pontos utilizam a fase inicial da reacdo com uma medi¢do aos 30
segundos, que servird como branco, e outra medi¢do aos 90 segundos. Utiliza-se entdo o delta da
reacdo para calcular a concentracdo do analito.

05004

Ahzorbancia
=
&
L=

0,300

0,200
T1

0,100 T T T x .
i] 1 2 3 4 5 G
Tempo de Reacdo (min)

Figura 6: A diferenca de absorbancia: (T2-T1) é usada para calculo do resultado.

A escolha do intervalo de medicdo mais adequado ira depender da melhor linearidade, da
eliminagdo de interferentes ou da melhor sensibilidade. Observar que a velocidade da reacéo é
maior nos tempos iniciais, onde logicamente a sensibilidade é maior.

Existem reacdes cinéticas de dois pontos em que os intervalos sdo maiores, como no caso da
frutosamina, quando € necessario um tempo mais longo na fase inicial para maximizar a
eliminacdo de interferentes. Deve-se enfatizar que o controle da temperatura também é

fundamental nas reagfes cinéticas de dois pontos.

Observagoes

z

Na reacdo Cinética Continua e Cinética de 2 Pontos, é importante que o equipamento tenha
cubeta termostatizada.

Na reacdo Cinética de Tempo Fixo é imprescindivel um rigoroso controle da temperatura e do
tempo de incubacéo.
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Reacédo Crescente e Reacgéo Decrescente

Reacao Crescente — So caracterizadas pelo aumento da concentracdo do produto formado ou de
um dos reagentes.

Reacado Decrescente — Sao caracterizadas pela diminuicdo da concentracao do produto ou de um
dos reagentes.

Modo de Leitura

Monocromatica - A absorbancia utilizada para calculo é o resultado da leitura realizada em um
Unico comprimento de onda.

Bicromatica — A absorbancia utilizada para célculo é o resultado da diferenca entre as leituras
realizadas no comprimento de onda primario e no comprimento de onda secundario. As leituras
bicrométicas sao utilizadas para minimizar a agdo de interferentes, principalmente a lipemia.

Conclusao

As reacdes representam a base do trabalho no Laboratério Clinico e o conhecimento dos varios
modelos é relevante para uma atuacao adequada e intervengcdo em muitas dificuldades técnicas
encontradas no dia a dia do trabalho.

Para finalizar, procuramos sintetizar nas duas figuras abaixo, as principais reac¢fes utilizadas no
Laboratorio, classificando-as de acordo com o produto formado ou o modelo da reacao.

REACAO

AGLUTINAGAO PRECIPITAGAO COLORIMETRICA ULTRA VIOLETA

Figura 7: ReacBes segundo o produto formado

REACAO COLORIMETRICA

PONTO FINAL CINETICA
COM BRANCO SEM BRANCO CONTINUA TEMPO FIXO DOIS PONTOS
DE AMOSTRA DE AMOSTRA

Figura 8: ReacBes segundo o modelo da reacéo ou o procedimento
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INTERVENCAO EM PROBLEMAS TECNICOS

Um problema técnico ocorre quando existe uma dificuldade em se obter o resultado de um
determinado ensaio ou quando a reagdo ndo se mostra com o desempenho adequado ou
esperado.

A criacdo de um modelo de orientacdo, capaz de identificar todas as causas de problemas e com
habilidades suficientes para indicar as formas de solucdo, é uma tarefa bastante dificil, pois sao
inmeras as causas e fatores responsaveis por problemas técnicos. Entretanto, estas dificuldades
nao impedem a criacdo de um modelo experimental com possibilidades de fornecer ajuda efetiva.

Modelo experimental

A forma inicial para abordar um problema técnico consiste em caracterizar o erro que esta
ocorrendo.

Se a calibracdo ou os resultados de controles ou amostras de paciente apresentam uma
variabilidade muito grande, seja nas determina¢cfes em duplicata ou no dia a dia, esta ocorrendo
um Erro Aleatorio.

Este erro pode ser devido as seguintes causas: amostra inadequada, erros na medicdo da
amostra, oscilacdo da temperatura ou tempos incorretos de incubacéo, técnica mal conduzida,
vidraria contaminada, defeitos no fotdmetro e 4gua de ma qualidade.

Se os resultados mostram valores consistentemente elevados ou diminuidos, esta ocorrendo um
Erro Sistematico, que tem como causas principais os seguintes fatores: amostras inadequadas
seja por erros de medida, de conservacdo ou de preparo, temperatura ou tempo incorreto de
incubacdo, erros de calibracdo, reagentes contaminados, inadequadamente conservados ou
preparados de modo incorreto, defeito no fotdmetro, bias do analista e 4gua de ma qualidade.

Ocorrendo um problema técnico, deve ser feita uma investigagdo para encontrar a causa e
introduzir as medidas de correcéo.

Deve-se, em primeiro lugar, fazer uma revisdo de todo o processo operacional, procurando as
causas mais Obvias como: pipetas utilizadas, principalmente a usada na medida da amostra;
volume correto de amostra e reagente; relacdo correta do volume amostra/reagente; omissao ou
troca de reagentes; desempenho do fotbmetro; protocolo adequado de acordo com orientacdo do
fabricante e corre¢édo dos célculos dos resultados.

E evidente que um conhecimento adequado da metodologia, das causas de erro e a experiéncia
com a metodologia irdo contribuir decisivamente para identificar as causas do problema e
encontrar uma solugao.

Deve ser criado um esquema de avaliagdo dos problemas, que, para conveniéncia, pode ser
dividido em 3 subunidades: pré analitica, analitica e p6s-analitica.

A idéia é estabelecer pontos de verificagdo em cada passo da metodologia, visando identificar o
erro e ajudar na solugéo do problema.

Cada método deve ter seu esquema proéprio, pois eles diferem em etapas e procedimentos.

Relacionaremos a seguir um roteiro basico contemplando as trés fases analiticas.
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Fase pré-analitica

Nao existem meios fisicos de controlar a agao dos efeitos pré-analiticos como existem os materiais
de controle para a fase analitica.
Para realizar esse controle deve-se basear em treinamento de pessoal, padronizagdo dos
procedimentos e registro das atividades.

Preparo do paciente
Definir procedimentos da adequacéo ao preparo do paciente.

1.

8.

Pratica de exercicio fisico.

2. Jejum de acordo com a necessidade do analito a ser determinado.
3. Dieta.

4,
5
6
7

Drogas Terapéuticas (Efeito Fisiologico in vivo e in vitro).

. Postura.
. Variagéo circadiana

. Consumo de alcool.

Fumo

Coleta e Obtencéo da amostra

1.
2.
3.
4.

Conferéncia da identificacdo do paciente.
Definicdo do momento correto para obtencdo da amostra.
Uso do anticoagulante correto de acordo com o método a ser utilizado.

Preservacéo correta da amostra.

Processamento da amostra
1. Separacdo das células no tempo correto.

2. Atencao para necessidade de extragdo ou outro processo preparativo.

3. Armazenamento correto (temperatura de armazenamento, protecdo da luz).

4. Condigdo da amostra e adequacédo para o teste: Amostra ictérica, turva ou hemolisada.

14



Fase analitica

ANALISADOR MANUAL E SEMIAUTOMATICO

Amostra (amostra de paciente, material calibrador e controle)
1. Certificar-se da correta limpeza da vidraria.

. Conferir a pipeta utilizada de acordo com o volume requerido.

. Usar ponteiras adequadas para a pipeta automatica em uso.

2

3

4. Verificar o procedimento de pipetagem.

5. Criar mecanismos que impecam a troca de amostras.

6. Verificar a condicdo das amostras (presenca de interferentes).
7

. Verificar condi¢cBes de reconstituicdo, armazenamento e estabilidade de material calibrador
e controles.

Reagente
1. Conferir o preparo de reagentes (quando for o caso).

2. Verificar se o reagente esta dentro de sua validade e se foi armazenado corretamente.

3. Verificar modifica¢des visuais no reagente (turvacao, precipitacdo, mudanca da cor).

Incubacéo
1. Monitorar o tempo e a temperatura de incubagéo.

2. Certificar-se de que a adicdo de amostra ao substrato seja efetuada na temperatura de
incubacéo.

3. Na determinacdo de enzimas, apds a mistura de amostra e substrato, observar o tempo
critico de incubacao.

4. O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de
ensaio.
Procedimento
1. Certificar-se de que a manutencéo preventiva do equipamento esta adequada.
. Verificar os Zeros mecanico e elétrico do equipamento.
. A cubeta de medi¢céo deve estar integra, limpa e corretamente posicionada.

2

3

4. Verificar o volume minimo de reagente necessario para a medigéao.

5. Utilizar a propor¢édo amostra/reagente de acordo com o método em uso.
6

. Conferir se o protocolo esta correto, de acordo com as orientacdes do fabricante do
reagente (modo de reacdo, filtro, volumes, tempo de incubacéo....).

~

Verificar se os valores dos controles estédo dentro dos limites estabelecidos.
8. Analisar os mapas de controle verificando se existem tendéncias ou desvios.

9. Verificar se o Fator de Calibracéo estd se mantendo (histérico de fatores).
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ANALISADOR AUTOMATICO

Amostra (amostra de paciente, material calibrador e controle)
1. Verificar a condicdo das amostras (presenca de interferentes).

2. Verificar condicfes de reconstituicdo, armazenamento e estabilidade de material calibrador
e controles.

Reagente
1. Conferir o preparo correto de reagentes (quando for o caso).
2. Verificar se o reagente esta dentro de sua validade e se foi armazenado corretamente.
3. Verificar modifica¢des visuais no reagente (turvacéo, precipitacdo, modificacéo da cor).
4. Verificar a estabilidade do reagente “onboard”.
Procedimento
1. Certificar-se de que a manutencao preventiva do equipamento esta adequada.
2. Verificar se a manutencao diaria foi realizada.
3. Certificar-se de que amostras e reagentes estdo posicionados corretamente.
4

. Certificar-se de que ndo ha presenca de bolhas de ar na superficie das amostras e dos
reagentes colocados no analisador.

5. Conferir se o protocolo estd4 correto, de acordo com as orientacdes do fabricante do
reagente (modo de reacao, filtro, volumes, tempo de incubacgéo....).

6. Verificar se o Fator de Calibracéo estd se mantendo (histérico de fatores).
7. Verificar se os valores dos controles estao dentro dos limites estabelecidos.

8. Analisar os mapas de controle verificando se existem tendéncias ou desvios.

Fase pos-analitica

Calculos
1. Verificar conformidade dos calculos.

2. Verificar se o resultado encontrado esta dentro da linearidade do método.

3. Verificar se foi feita diluicdo da amostra e se a diluicdo foi considerada no momento
dos calculos.

Resultados ou relatérios

1. Liberar laudo legivel, impedindo erros na interpretagéo.

2. Verificar se houve erros de transcri¢ao.
Os problemas técnicos ocorrem em situag8es inesperadas, muitas vezes em metodologias
gue estdo operando em condi¢cdes estaveis no laboratdrio. Portanto, na ocorréncia de uma

dificuldade com determinado método, deve-se procurar uma das causas de erro
mencionadas acima, para encontrar a solugcédo para o problema.
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