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FRUTOSAMINA-PP
FUNDAMENTO
Quando a glicose se une às proteínas, o produto final é uma cetoamina estável, denominada genericamente de glicoproteína ou frutosamina. Em pH alcalino, a glicoproteína se transforma na forma enólica, reduzindo o azul de nitrotetrazólio a um "formazan" púrpura. A velocidade de formação do formazan em uma determinada temperatura é proporcional à concentração sérica de proteínas glicosadas. 

O método utiliza a medida da diferença de absorbância, após incubação aos 10 e 15 minutos, para calcular concentração de glicoproteína ou frutosamina na amostra. 

Os resultados são expressos em mmol/L de DMF (1-Desoxi-1-morfolinofrutose), utilizado como padrão primário.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem da Frutosamina no soro, juntamente com a Hemoglobina Gllicada, é empregada para monitorar, o controle de tratamento dos diabéticos.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro.  

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 7 dias entre 2-8 (C ou 2 meses a - 20(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.

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

REAGENTE UTILIZADO

FRUTOSAMINA-PP

CAT. 462

MS 80022230089

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 2-8ºC.

1- Padrão - Soro humano liofilizado. A concentração vem indicada no rótulo do frasco, expressa em mmol/L de DMF (desoxomorfofructosa) ou em µmol/L de albumina glicada.
2- Reagente de Cor - Contém tampão carbonato pH 10,35 200 mmol/L e azul de nitrotetrazólio (NBT) 250 µmol/L.
Estabilidade

Os reagentes 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.
Sinais de Deterioração dos Reagentes

1-A presença de partículas, turbidez e absorbância do Branco em 530 nm, acima de 0,065 indicam deterioração do Reagente de Cor (2).

2-Ausência de material liofilizado e umidade indicam deterioração do Padrão.

3-O Padrão (1) e o Reagente de Cor (2) devem ser conservados ao abrigo da luz entre 2-8°C.

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- O Padrão (1) foi testado para anticorpos anti-HCV, anti-HIV e antígeno HBsAg e apresentou resultado negativo. No entanto, deve ser tratado com precaução, como potencialmente infectante. Manusear e descartar segundo as normas de biossegurança.

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 (leitura em 530 ±20 nm);
· 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 20 mg/dL, a lipemia (triglicérides até 1000 mg/dL) e a hemólise (hemoglobina até 1000 mg/dL) não interferem.

Alguns medicamentos e substâncias podem interferir.

PREPARO DO PADRÃO

Reconstituir o Padrão (1) liofilizado de Frutosamina com 1,0 mL de água destilada.  Agitar suavemente e deixar em repouso por 30 minutos antes de utilizar.  A solução se for mantida ao abrigo da luz, é estável durante 15 dias entre 2-8ºC ou por 45 dias se conservado em alíquotas a -20ºC.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A-Condições de Reação
              Equipamento: Espectrofotômetro

              Leitura: Comprimento de onda 530 nm

              Temperatura: 37°C

B-Técnica de Análise

1-Deixar os reagentes atingirem a temperatura ambiente antes da realização do teste.

2-Pipetar:

	Tubos
	Teste
	Padrão

	 Reagente de Cor (2)
	1000 µL
	1000 µL

	 Amostra
	50 µL
	------------

	 Padrão (1)
	-------------
	50 µL


3-Misturar bem. Incubar imediatamente a 37°C. Acionar o cronômetro.
4-Ler as absorbâncias do Teste e do Padrão em 530 nm após exatamente 10 minutos, acertando o Zero com água destilada (A10).

5-Continuar a incubação por exatamente mais 5 minutos e determinar as absorbâncias do Teste e do Padrão contra água destilada (A15).
CÁLCULOS 

Ver Linearidade.

Como a metodologia obedece à lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

Calcular as diferenças de absorbâncias do Teste e do Padrão: 

(A = A15 – A10
CP = Concentração do padrão indicada no rótulo do frasco 

Exemplo:  
AT = Absorbância do Teste             
AP = Absorbância do Padrão

CP = Concentração do Padrão em uso = 2,3 mmol/L

Absorbâncias do Teste: A10 = 0,301         A15 = 0,387     
(A do Teste = 0,387 – 0,301 = 0,086

Absorbâncias do Padrão: A10 = 0,319      A15 = 0,420     
(A do Padrão = 0,420 – 0,319 = 0,101
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Frutosamina (mmol/L) = FC x (A do Teste

Frutosamina = 22,77 x 0,086 = 1,96 mmol/L em DMF.
Atenção

• Esta técnica de dosagem é adequada para fotômetros cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor do que 1000 µL.

• 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

Unidade de Medida

mmol/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

Soro
• 1,9 a 2,9 mmol/L em DMF

• 205 a 285 µmol/L em albumina glicada
Os valores de referência de frutosamina dependem da concentração de albumina na amostra. Em crianças, as concentrações são ligeiramente inferiores (5%).

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

Assim como ocorre com a hemoglobina glicada, a frutosamina é decorrente de uma modificação não enzimática pós translacional, dependente dos valores de glicemia. O mesmo ocorre com a glicação de outras proteínas plamáticas. 

O mecanismo de formação da proteína glicada é semelhante ao da hemoglobina glicada, havendo somente diferenças na cinética de formação e na meia vida.

A meia vida das proteínas varia entre 1 a 3 semanas, ao contrário da hemoglobina cuja meia vida é de 120 dias. É de se esperar, portanto que, enquanto o valor da hemoglobina glicada reflete o controle de glicemia nos 2 meses anteriores ao teste, a proteína glicada pode espelhar as concentrações de glicose plasmática nos 20 dias anteriores.

A frutosamina encontra-se elevada nos casos de diabetes sob controle metabólico inadequado e tem sido observado que os valores retornam aos níveis de referência 20 dias após a estabilização da glicemia em níveis adequados.

Quando se observa a perda do controle glicêmico, a resposta da frutosamina, com elevação de valores, ocorre praticamente concomitante a hiperglicemia, retornando entretanto aos valores de referência 3 semanas após a resposta ao tratamento.

A frutosamina permite classificar os pacientes diabéticos em 3 grupos distintos: controle satisfatório até 3,2 mmol/L, controle medíocre até 3,7 mmol/L e controle inadequado maior que 3,7 mmol/L.

O teste não sofre interferências de medicamentos (com exceção do ácido ascórbico), alimentação, glicemia do momento e não se observou diferenças significativas entre homens e mulheres. Valores de bilirrubina maiores que 3,5 mg/dL produzem interferências positivas.

Valores diminuídos tem sido observados em pacientes com perdas elevadas de albumina e/ou doenças que aumentam o catabolismo protéico.

O teste não deve ser usado para rastreio de intolerâncias latentes à glicose, devido à sua pequena sensibilidade em relação ao teste oral de tolerância à glicose.

LINEARIDADE E SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Linearidade

A reação é linear até 7,0 mmol/L de DMF (800 µmol/L de albumina glicada). Para valores maiores, diluir a amostra a ½ com água deionizada e repetir a determinação. Multiplicar o resultado final por 2.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Sensibilidade Analítica

LD= 0,14 mmol/L de DMF ou 16 µmol/L de albumina glicada.
O intervalo de medida é de 0,14 mmol/L até 7,0 mmol/L de DMF ou de 16 a 800 µmol/L de albumina glicada.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

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