Alkaline Phosphatase

Finalidade
Método cinético otimizado (DGKC e SSCC) a 405 nm, para a determinagdo
de fosfatase alcalina.

Significado clinico

A fosfatase alcalina é uma enzima amplamente difundida no organismo.
Hidrolisa os monoésteres do acido ortofosférico em meio alcalino.

No adulto provém em parte do figado (fragdo termoestdvel) e em parte do
0550, sistema reticuloendotelial e vascular (fragdo termolabil), originando
diferentes isoenzimas.

A atividade sérica da fosfatase alcalina ssea, em condigdes normais, alcan-
¢a sua maior atividade nas criangas em idade do crescimento (chegando a
triplicar os niveis do adulto) devido a que a isoenzima encontra-se nos oste-
oblastos (relacionados com a calcificagdo e formagado das estruturas sseas).
Também é fisioldgico o aumento produzido ao final do primeiro trimestre
da gravidez, considerando que a isoenzima placentdria neste periodo
alcanga niveis maximos (aproximadamente o dobro dos valores normais).
Nas patologias que afetam a atividade sérica da fosfatase alcalina, pode-se
mencionar: carcinomas metastasicos em figado e em ossos (produtores
de enzima), colestase biliar, fenémenos osteoblasticos, transtornos de
ma-absorgdo seguida de lesdes ulcerosas (onde a deficiéncia da vitamina
D produz osteomalacia com o conseqiiente aumento da fosfatase alcalina
dssea) e lesdes nas vias de restauragdo tais como enfarte agudo do miocardio,
enfarte pulmonar ou renal.

Fundamentos do método

A fosfatase alcalina (ALP ou monoésteres ortofosférico fosfohidrolase,
EC.3.1.3.1) hidrolisa ao p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que ndo tem cor, produzindo
fosfato e p-nitrofenol a pH alcalino. A velocidade da aparigdo do anido p-nitro-
fenolato (amarelo) a 405 nm, é proporcional a atividade enzimatica da amostra.

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo de tampdo DEA (dietanolamina), contendo sais
de magnésio.

B. Reagente B: solugdo contendo p-nitrofenil fosfato (p-NFF).

Concentragdes finais

DEA. ....1,0 mol/L
Mg .. .0,5 mmol/L
p-NFF. ..10 mmol/L

InstrugGes para uso

Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem-se usar separados ou
como Reagente Unico, misturando 4 partes de Reagente A com 1 parte
de Reagente B (ex: 4 mL Reagente A + 1 mL Reagente B).

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

Quando o espectrofotdmetro for zerado com agua destilada, leituras de
absorbancia do Reagente Unico (pre-misturado) superiores a 0,900 D.O.,
sdo indicio de deterioragdo do mesmo.

Precaugdes

Os reagentes sdo para uso diagnostico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no
laboratério de analises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme a
regulagdo local vigente.

Estabilidade e instrugdes de armazenamento

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeracdo (2-8°C) até a data de
vencimento indicada na embalagem. Uma vez abertos, ndo devem per-
manecer destampado nem fora do refrigerador por periodos prolongados.
Evitar contaminagdes.

Reagente Unico (pré-misturado): é estavel um més sob refrigeragdo (2-8°C),
a partir do momento de sua preparagao.

Amostra

Soro ou plasma com heparina

a) Coleta: obter o soro da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, recomenda-se o uso de
heparina como anticoagulante para sua obtengdo.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: empregar soro preferen-
cialmente fresco. Em caso de ndo efetuado o ensaio dentro das 6 horas
posteriores a sua obtengdo, a amostra deve ser conservada a -20°C.

Interferéncias

N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 16 mg/dL, lipidos até
1000 mg/dL de triglicerideos, nem heparina até 50 Ul/mL.

Hemolise moderada (até 200 mg/dL) ndo produz interferéncia, no entanto,
hemdlise muito severa pode alterar os resultados.

Referéncia bibliografica Young a efeitos de drogas no método.

Material necessario ( ndo fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de faces paralelas.

- Banho-maria a temperatura de reagdo selecionada.

- Cronémetro.

Condigoes de reagao

- Comprimento de onda : 405 nm

- Temperatura de reagdo: 25, 30 ou 37°C. Vide os “Valores de referéncia”
correspondentes a cada temperatura.

- Tempo de reagdo: 3 minutos e 20 segundos

- Volume de amostra: 10 uL

Os volumes de amostra e Reagente podem variar-se proporcionalmente,

sem que sejam alterados os fatores de calculo.

Procedimento |

Técnica com reagente Unico
Numa cubeta mantida a temperatura da reagdo selecionada colocar:

Reagente Unico | 1,0 mL

Pré-incubar uns minutos. Logo apds acrescentar:

Amostra | 10 uL

Misturar rapidamente disparando ao mesmo tempo o cronémetro. Esperar
20 segundos e ler a absorbancia inicial. Registrar a absorbancia apéds 1,
2 e 3 minutos da primeira leitura. Determinar a diferenga da média de
Absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo
a média dos valores. Utilizar esta média para os calculos.

Calculos dos resultados
Fosfatase alcalina (U/L) a 405 nm = AA/min x 5460

Procedimento Il

Técnica com reagentes separados
Numa cubeta mantida a temperatura da reagdo selecionada colocar:

Reagente A 1,0 mL

Amostra 10 uL

Pré-incubar uns minutos. Logo apds acrescentar:

Reagente B 0,25 mL

Misturar rapidamente disparando ao mesmo tempo o cronémetro. Esperar
20 segundos e ler a absorbancia inicial. Registrar a absorbancia apéds 1,
2 e 3 minutos da primeira leitura. Determinar a diferenga da média de
Absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo
a média dos valores. Utilizar esta média para os calculos.

Calculos dos resultados

Fosfatase alcalina (U/L) a 405 nm = AA/min x 6812
Exemplo:

(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)

Amostra Diferenga Promédio
Absorbancia A1 0,458
Absorbancia A2 0,499 0,041
Absorbancia A3 0,543 0,044
Absorbancia A4 0,586 0,043 0,043

Utilizando Fator tedrico (37°C) / Técnica com reagentes separados:
Fosfatase Alcalina (U/L) = 0,043 x 6812 =293 U/L

Se é utilizado Laborcal como calibrador:

Concentragdo de ALP no calibrador: 446 U/L (37°C)

Calibrador Diferenca Promédio

Absorbancia A1 0,423

Absorbancia A2 0,488 0,065

Absorbancia A3 0,554 0,066

Absorbancia A4 0,619 0,065 0,065
Determinagdo do fator de calibragdo:

[ALP] bracor 446 U/L
Fator = = =6861
AA/min 0,065

calibrador
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Fosfatase Alcalina (U/L) = AA/min x Fator =0,043 x 6861 = 295 U/L

amostra
Método de controle de qualidade
Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol
1 e Laborcontrol 2 da Laborlab) com atividades conhecidas de fosfatase
alcalina, com cada determinagéo.

Valores de referéncia

Em pessoas adultas normais (idades entre 20 e 60 anos) foram observados
0s seguintes intervalos:

Temperatura 25°C 30°C 37°C

Valores em adultos (U/L) 40-190 45-213 65-300

Devido ao processo osteoclastico, a isoenzima dssea encontra-se aumentada
na infancia e adolescentes (até os 18 anos, aproximadamente) produzindo
valores de fosfatase alcalina mais elevados que nos adultos. Em condigdes
normais consideram-se os seguintes valores limites:

Temperatura 25°C 30°C 37°C

Valores em criancas e até 400 até 450 até 645

adolescentes (U/L)

A IFCC recomenda que cada laboratério estabelega seus proprios intervalos
ou valores de referéncias escolhendo grupos de pessoas com base de crité-
rios estabelecidos, conforme com o contexto de sua populagdo.

Conversdo de unidades ao sistema S|
ALP (U/L) x 0,017 = ALP (ukat/L)

Limitagdes do procedimento

Vide “Interferéncias”.

Os anticoagulantes comuns, (tais como EDTA dissddico, oxalato, citrato ou
fluoreto) produzem inibigdo da atividade de fosfatase alcalina.

O reagente pode-se corar ainda em presenga de pequenas quantidades de
solugBes de limpeza com base de hipoclorito. Assegure-se de enxaguar com
abundante agua desmineralizada todo o material que esteja em contato
com hipoclorito, incluindo as agulhas e conexdes dos analisadores, quando
for empregada a técnica automatica.

Desempenho

Os ensaios foram realizados em analisador Express Plus® (Ciba Corning
Diagnostics).

a) Reprodutibilidade: processando segundo o documento EP5A do CLSI
(ex-NCCLS), obteve-se o seguinte:

Precisdo intra-ensaio

Nivel D.P. C\V.
119 U/L £2,6 U/L 2,2%
347 U/L £2,6 U/L 0,7%
Precisdo total
Nivel D.P. CV.
119 U/L +2,9U/L 2,4%
347 U/L +3,2U/L 0,9 %

b) Linearidade: a reagdo é linear até 1.500 U/L. Para valores superiores, re-
petir a determinagdo anterior com diluigdo do soro 1/5 ou 1/10 com solugdo
fisioldgica. Corrigir os célculos multiplicando pelo fator de diluigdo empregado.
c) Limite de detecg¢do: a minima mudanga de atividade detectavel de ALP
que pode-se diferencar de zero é 18 U/L.

Parametros para analisadores automaticos
Para a programagao consultar o manual de uso do analisador a ser utilizado.

Apresentagao

- 2 x 48 mL Reagente A
-2 x 12 mL Reagente B
(Céd. 1770110)
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SIMBOLOS

c € Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in
vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia

Uso médico-diagndstico "in vitro"

Conteudo suficiente para <n> testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

N3&o congelar

Risco bioldgico

Volume apds da reconstituigdo

Cont. Contetdo

NuUmero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso
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Calibr.| | Calibrador

feonTrol] ] Controle

fcontro]+] Controle Positivo
feonRol[ ] Controle Negativo
REF NuUmero de catédlogo

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja
dentro do prazo de validade e seja comprovado pelo Departamen-
to Técnico da Laborlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que nGo
houve falhas técnicas na execugdo e manuseio deste kit, assim
como em sua conservagdo.

() LABORLAB

Produtos para Laboratérios Ltda.
Estrada do Capédo Bonito, 489
Guarulhos - SP- Brasil - CEP: 07263-010
CNPJ: 72.807.043/0001-94
Atendimento ao cliente:

+55 (11) 2480 0529/+55 (11) 2499 1277
sac@laborlab.com.br
www.laborlab.com.br
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