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MUCOPROTEÍNAS

FUNDAMENTO
Por precipitação seletiva com solução de ácido perclórico, as mucoproteínas (seromucóides) são separadas das proteínas séricas. Em seguida, as Mucoproteínas do filtrado são precipitadas com ácido fosfotúngstico e dosadas com o reagente de Folin-Ciocalteau através do seu conteúdo em tirosina.

APLICAÇÃO CLÍNICA

O aumento das mucoproteínas ocorre em vários processos inflamatórios sépticos ou assépticos, agudos ou crônicos, localizados ou sistêmicos como neoplasia, doença do colágeno, tuberculose e outras doenças infecciosas, diabetes mellitus, cirrose hepática, psoríase, gota, etc. A falta de especificidade limita muito o seu uso em termos de diagnóstico. A dosagem seriada das mucoproteínas tem sido usada com relativo sucesso para acompanhar a resposta ao tratamento.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro. Não usar plasma, pois obtém-se resultados falsamente diminuídos.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito no soro é estável por 7 dias entre 2-8SYMBOL 176 \f "Symbol"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 com sinais de contaminação bacteriana.

Não usar amostras de soro hemolisadas.

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

REAGENTE UTILIZADO

MUCOPROTEÍNAS

CAT. 320

MS 80022230147
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 em temperatura ambiente (15-25°C)

1- Padrão- Equivalente a 5,0 mg/dL. Após o uso armazenar bem vedado para evitar evaporação.
2- Ácido Perclórico - Contém ácido perclórico 750 mmol/L. 
3- Ácido Fosfotúngstico - Contém ácido fosfotúngstico 17 mmol/L e ácido clorídrico 2 mol/L. 
4- Carbonato de Sódio Estoque - Contém carbonato de sódio 1,9 mol/L. 
5- Reagente de Folin - Contém tungstato de sódio 300 mmol/L, molibdato de sódio 100 mmol/L, sulfato de lítio 1,36 mol/L, ácido clorídrico 1,25 mol/L e ácido fosfórico 730 mmol/L. 
Estabilidade
Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados bem vedados 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- O Ácido Perclórico (2) e o Reagente de Folin (5) são corrosivos. Não ingerir ou aspirar. Evitar o contato com a pele e mucosa.

5- 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 (leitura em 640 e 700 nm);
· Centrífuga;
· Agitador de tubos (Vortex);
· Papel de filtro quantitativo (Inlab tipo 50, Whatman n° 50, Green S 807, SS 5893, Ederol n°4 ou Toyo n°4);

· Banho-maria matido na temperatura constante de 37°C;

· Tubos e Pipetas;
· Solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%);

· 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 5,0 mg/dL,lipemia  (triglicérides até 900 mg/dL) e hemólise (hemoglobina até 30 mg/dL) não produzem interferências significativas. Valores acima desses citados produzem resultados falsamente diminuídos.

Preparo do Carbonato de Uso

Cat. 320

Adicionar o conteúdo (50 mL) do frasco de Carbonato de Sódio Estoque (4) a 200 mL de água destilada ou deionizada e misturar. Estável por 6 meses em frasco plástico entre 15-25°C.
Cat. 320 E

Adicionar o conteúdo (20 mL) do frasco de Carbonato de Sódio Estoque (4) a 800mL de água destilada ou deionizada e misturar. Estável por 6 meses em frasco plástico entre 15 -25°C.
Atenção

O frasco contendo o Carbonato de Uso deve ser mantido aberto o menor tempo possível para evitar contaminação com o CO2 atmosférico.
Não soprar dentro do frasco de Carbonato de Sódio Estoque e do Carbonato de Uso para evitar alteração do pH pela introdução de CO2.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

NOTAS

1- A sequência de adição dos reagentes deve ser obedecida.
2- O nível de água no banho-maria deve ser superior ao dos reagentes nos tubos.
3- O filtrado deve ser límpido. Todavia em caso de mucoproteínas elevadas o filtrado pode apresentar-se ligeiramente turvo. Neste caso, fazer nova filtração.
4- É muito importante o uso de papel de filtro altamente retentor (como os recomendados) para a obtenção de resultados corretos.

Técnica de Análise

1- Desproteinização
• Em um tubo de ensaio colocar 2,0 mL de Ácido Perclórico (2). 
• Adicionar, gota a gota, 0,5 mL de soro sob agitação. 
• Agitar fortemente e esperar 10 minutos. 
• Adicionar 1,25 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%), agitar e filtrar imediatamente, através de papel de filtro quantitativo (Inlab tipo 50, Whatman nº 50, Green S 807, SS 5893 , Ederol nº 4 ou Toyo nº 4). 
Ver Notas 3 e 4.
2- Precipitação das Mucoproteínas

	Tubos
	Teste

	Filtrado obtido na desproteinização
	1,5 mL

	Ácido Fosfotúngstico (3)
	0,25 mL


• Agitar e esperar 15 minutos. Centrifugar a 3500 r.p.m por 5 minutos. Desprezar todo o sobrenadante.
	                         Tubos
	                       Teste

	Ácido Fosfotúngstico (3)
	                    0,05 mL

	Água Deionizada/destilada
	                    0,25 mL


       O procedimento acima é necessário para evitar obtenção de resultados falsamente elevados. 
• Agitar, Centrifugar a 3500 r.p.m por 5 minutos. 
• Desprezar todo o sobrenadante. 
• Drenar o excesso de líquido, colocando o tubo invertido sobre uma folha de papel absorvente. Este será o tubo teste da colorimetria.

3- Colorimetria

	Tubos
	Branco
	Teste
	Padrão

	Padrão (1)
	---------
	--------
	0,025 mL

	Carbonato de Uso
	2,5 mL
	2,5 mL
	2,5 mL


• Agitar o tubo Teste para dissolver o precipitado.

	                           Tubos
	     Branco
	   Teste
	    Padrão

	  Reagente de Folin (5)
	      0,1 mL
	   0,1 mL
	    0,1mL


• Agitar imediatamente e incubar em banho – maria a 37°C por 15 minutos.

O nível da água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio.

• Determinar as absorbâncias do Teste e Padrão em 680 nm ou filtro vermelho (640 a 700), acertando o Zero com o Branco.

• A cor é estável por 120 minutos.   
CÁLCULOS

Ver linearidade.

Absorbância do Teste = AT
Absorbância do Padrão = AP
Concentração do Padrão = CP = 5,0 mg/dL       
Concentração do Teste = CT
FC = Fator de Calibração = CP ( AP
CT = FC x AT
Exemplo

AT = 0,244          AP = 0,276         CP = 5, 0 mg/dL

FC = CP    = 5, 0      = 18, 11
         AP       0,276       

CT (mg/dL em tirosina) = FC x AT
CT = 18,11 x 0,244 = 4,4 mg/dL em tirosina

Nota

Para converter mg/dL de tirosina mucoprotéica em mg/dL de mucoproteínas basta multiplicar pelo fator 23,8. 

Exemplo: 4,4 mg/dL de tirosina mucoprotéica = 4,4 x 23,8 = 105 mg/dL de mucoproteínas.
Atenção

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos.

• Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

RESULTADOS

Não Aplicável.
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 

Em Tirosina: 1,9 a 4,9 mg/dL.
Em Mucoproteínas: 45 a 117 mg/dL

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

As mucoproteínas são uma fração heterogênea de glicoproteínas solúveis que podem ser separadas por eletroforese em 5 subfrações, conhecidas pelo nome genérico de proteínas de fase aguda. Por definição, proteína de fase aguda é aquela cuja concentração aumenta ou diminui em resposta ao estímulo inflamatório. A maioria executa funções específicas o que as torna muito importantes durante o processo inflamatório.
O aumento das mucoproteínas ocorre em vários processos inflamatórios sépticos ou assépticos, agudos ou crônicos, localizados ou sistêmicos como neoplasia, doença do colágeno, tuberculose e outras doenças infecciosas, diabetes mellitus, cirrose hepática, psoríase, gota, etc. A falta de especificidade limita muito o seu uso em termos de diagnóstico. A dosagem seriada das mucoproteínas tem sido usada com relativo sucesso para acompanhar a resposta ao tratamento.
Lembramos que não existe correlação entre os níveis séricos de mucoproteínas, proteína C-reativa e antiestreptolisina.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 15,0 mg/dL. Para valores maiores, diluir o filtrado (1/2 ou 1/3) com água destilada ou deionizada, realizar nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição (2 ou 3). 

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

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