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 COLINESTERASE-PP

FUNDAMENTO
A colinesterase (CHE) catalisa a hidrólise do substrato de butirilcolina liberando tiocolina e o butirato.

A atividade catalítica da colinesterase (CHE) na Amostra analisada é diretamente proporcional ao decréscimo da absorbância medida em 405 nm quando o ferricianeto (amarelo) é reduzido para ferrocianeto (incolor) pela ação da tiocolina.
Butirilcolina + H2O             CHE                    Tiocolina + Butirato

Tiocolina + Ferricianeto + 2OH-                Colina + H2O + Ferrocianeto                                
APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem da colinesterase tem as seguintes aplicações clínicas: no envenenamento por inseticidas organofosforados, doença hepatocelular, desnutrição, infecções agudas, embolismo pulmonar, distrofia muscular e infarto do mocárdio.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro, Plasma (heparina ou EDTA). 

Estabilidade e armazenamento da amostra

A colinesterase no soro ou plasma é estável por 15 dias entre 2-8°C.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras hemolisadas e nem com sinais de contaminação bacteriana.

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

REAGENTE UTILIZADO

COLINESTERASE-PP

CAT. 415

MS 80022230118

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8 (C.

1- Tampão - Contém tampão pirofosfato 95 mmol/L e ferricianeto de potássio 2,5 mmol/L.

2- Substrato – Contém butirilcolina 60 mmol/L.
Estabilidade

Os reativos são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste. 

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes. 

4- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

• Espectrofotômetro com cubeta termostatizada a 37°C;
• Tubos e Pipetas;

• Banho-maria ou termostatizador;
• Cronômetro.

Procedimento Técnico Automatizado

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

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

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

Interferências

A bilirrubina até 45 mg/dL, lipemia (triglicérides até 1400 mg/dL), hemólise (hemoglobina até 1000 mg/dL) e ácido ascórbico até 30 mg/dL não produzem interferências significativas.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A-Condições de Reação

             Leitura: Comprimento de onda 405nm

             Temperatura: 37°C

             Tipo de Reação: Cinética contínua decrescente.

B-Técnica de Análise sem Calibrador

1-Pipetar em uma cubeta ou tubo:
1000 µL de Tampão (1) + 20 µL de amostra.

2-Misturar e incubar por 3 minutos a 37°C.

3-Adicionar 250 µL do Substrato (2), homogeneizar e transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37°C.

4-Inserir a cubeta no porta-cubetas termostatizado (37°C) e acionar o cronômetro.

5-Após 2 minutos, fazer a leitura da absorbância inicial em 405 nm (A0).

6-Fazer novas leituras de absorbância em 405 nm após exatamente 1,2 e 3 minutos (A1, A2 e A3).

7-As diferenças entre as absorbâncias devem ser praticamente iguais, indicando a linearidade do método. 
CÁLCULOS ATRAVÉS DO FATOR TEÓRICO
Calcular o decréscimo médio de absorbância por minuto (∆A/minuto médio) e usar este valor para o cálculo da atividade da Colinesterase na amostra.
U/L de Colinesterase (CHE) em 405 nm = ∆A/minuto médio × 68500

Onde: ∆A/min = Variação média da absorbância por minuto

O fator 68500 é calculado com base nas condições da reação cinética contínua.

Esse fator deve ser recalculado sempre que se fizer qualquer modificação nos parâmetros da reação.

Ver método para cálculo do fator.

Exemplo

Se ∆A/minuto médio do teste = 0,129

Atividade CHE em U/L = ∆A/ teste × 68500

Atividade CHE = 0,129 × 68500 = 8836 U/L

Cálculo do Fator

Fator = Vt × 1000

            Є × Va × d

Vt = volume total do ensaio = 1270 µL
Va = volume da amostra = 20 µL

1000 = conversão de U/mL para U/L

D = espessura da cubeta, via da luz = 1cm

Є = coeficiente de absortividade milimolar do cromógeno em 405 nm e na via da luz de 1cm = 0,927

Fator = 1270 × 1000

                                  = 68500

            0,927 × 20 × 1
Fator = 68500
C- Técnica de Análise com Calibrador Cat.410 da Gold Analisa
Notas

1- Utilizar o Calibrador Cat. 410 da Gold Analisa.

Ver Instruções de Uso e valor tabelado para Colinesterase.

2- O desempenho do Calibrador pode ser afetado por vários fatores como: erros de reconstituição, de homogeneização, armazenamento incorreto, contaminação da água ou vidraria.

Dosagem do Calibrador e do Teste

1- Calibrador: Seguir o mesmo Procedimento da técnica de Análise sem Calibrador (Item B) substituindo 20 µL da amostra por 20 µL do Calibrador Cat. 410 da Gold Analisa.

2- Teste: Seguir o mesmo procedimento da Técnica de Análise sem Calibrador (Item B).

Cálculos através do Fator de Calibração Experimental

Calcular o decréscimo médio de absorbância por minuto (∆A/minuto médio) do Teste e do Calibrador e usar os valores para o cálculo da atividade da Colinesterase na amostra.
Ver linearidade
∆A/ minuto médio = Variação média da absorbância por minuto.

AC = Atividade de CHE do Calibrador = × U/L (Ver valor de CHE no rótulo do frasco de Calibrador)

AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = ∆A/ minuto do Teste × FC

FC = Fator de Calibração = AC ÷ ∆A/minuto médio do Calibrador.
Exemplo

Se ∆A/minuto médio do Calibrador = 0,055

Se ∆A/minuto médio do Teste = 0,044

Se AC = 3670U/L ( Valor de CHE no rótulo do frasco de Calibrador)

FC = AC ÷ ∆A/minuto médio do Calibrador = 3670 ÷ 0,055 = 66727

AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = ∆A/minuto médio do Teste × FC

AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = 0,044 × 66727 = 2936 U/L

RESULTADOS

Conversão de Unidades
Unidade Convencional (U/L) × 0,0167 = Unidade SI (Kat/L)
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA 
Homens: 4620 – 11500 U/L
Mulheres: 3930 – 10800 U/L

Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.
SIGNIFICADO CLÍNICO

A colinesterase é uma enzima com a função de catalisar a hidrólise da acetilcolina e outras colinas, regulando a transmissão do impulso nervoso na sinapse do nervo e na junção neuromuscular. Dois tipos de colinesterase são determinadas: acetilcolinesterase (colinesterase verdadeira) e pseudocolinesterase. Enquanto a acetilcolinesterase (acetil colina hidrolase) é encontrada nas hemácias e terminações de nervos colinérgicos, a pseudocolinesterase (butirilcolinesterase) encontra-se no plasma, fígado, músculo liso e adipócitos. 

A colinesterase sérica é também denominada de pseudocolinesterase e a sua dosagem é de grande valor para o diagnóstico de pacientes com a forma atípica da enzima e em intoxicações por inseticidas organofosforados.

Valores diminuídos de CHE são encontrados nas doenças hepáticas crônicas, devido à diminuição da síntese enzimática do fígado. 

Na hepatite aguda e na hepatite crônica de longa duração há uma diminuição de 30 a 40% da atividade enzimática. 

Na cirrose avançada e no carcinoma hepático, a diminuição da síntese enzimática atinge valores de 50 a 70%. Por essa razão, a CHE é considerada uma enzima indicadora de síntese hepática.

Valores diminuídos de CHE são também verificados nos envenenamentos por inseticidas organofosforados, os quais atuam como inibidores da enzima. 

Valores diminuídos 

Valores diminuídos de CHE são encontrados nas seguintes situações: no envenenamento por inseticidas organofosforados, doença hepatocelular, desnutrição, infecções agudas, embolismo pulmonar, distrofia muscular e infarto do mocárdio.

LINEARIDADE
Linearidade
A reação é linear até 20000 U/L. Para valores acima da faixa linear, diluir a amostra com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%).

Fazer nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição empregado.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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