Cholinesterase

Finalidade
Para a determinacdo de colinesterase em soro ou plasma

Significado clinico

Foi demonstrada a existéncia de duas colinesterases: uma é a acetilcolinesterase
ou colinesterase verdadeira (acetil colina hidrolase, EC.3.1.1.7) que encontra-se
nos eritrécitos e terminagdo dos nervos colinérgicos e a outra, é a butirilcolines-
terase ou pseudocolinesterase (EC.3.1.1.8) que encontra-se no plasma, figado,
musculo liso e adipdcitos.

A colinesterase do soro ou plasma (Che) ou pseudocolinesterase associa-se as
seguintes condigdes clinicas:

1) Constitui um indice de fungdo hepatica, especialmente nas hepatopatias croni-
cas. Observa-se uma boa correlagdo entre o aumento de GOT (AST) e a redugdo
da Che, nas hepatites infecciosas.

2) Sua redugdo indica intoxicagdo por inseticidas organofosforados, inibidores
da Che.

3) Em individuos sensiveis a succinilcolina, relaxante muscular ministrado durante
aanestesia, observa-se uma apneia post-anestésica prolongada e em alguns casos,
fatal. Isto coincide com a presenga de uma variante genética da Che ("atipica")
que ndo pode hidrolisar a succinilcolina. Em pessoas normais, a succinilcolina é
hidrolisada "in vivo" pela Che, em 1 a 4 minutos, relacionando-se a apneia com
baixos niveis da Che total.

Existem métodos de inibi¢do diferencial que permitem detectar sujeitos porta-
dores de colinesterase atipica.

Fundamentos do método
Che
butiriltiocolina + H20 ——> tiocolina + butirato

tiocolina + ferricianeto de potéssio (Ill) —>
ditio-bis-colina + ferrocianeto de potdéssio (I1)

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: tamp3o pirofosfato 73 mM, ferricianeto de potassio (1) 2,4 mM,
pH 7,7.

B. Reagente B: solugdo de tampdo de Goods 10 mM, butiriltiocolina 92 mM, pH 4,0.

Reagentes ndo fornecidos
- Laborcal de Laborlab.
- Solugdo fisiolégica (NaCl 9 g/l)

Instrugdes de uso
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

Precaugées

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no labora-
toério de analises clinicas.

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

Estabilidade e instrugées de armazenamento

Reagentes Fornecidos: sdo estdveis sob refrigeragdo (2-10°C) até a data do
vencimento indicada na embalagem. Uma vez abertos, ndo devem permanecer
destampados nem fora do refrigerador por periodos prolongados. Evitar conta-
minagdes. Proteger da luz.

Amostra

Soro ou plasma heparinizado ou plasma com EDTA

a) Coleta: obter soro da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, é recomendavel o uso de heparina
ou EDTA para sua obtengdo.

c) Estabilidade e instrugées de armazenamento: a amostra deve ser preferen-
cialmente recém coletada. Pode ser conservada até uma semana sob refrigeragdo
(2-10°C) ou um ano a -20°C, sem o acréscimo de conservantes.

Interferéncias

N&o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 500 mg/I, triglicerideos até
14 g/, e hemoglobina até 1000 mg/dl.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)
- Material volumétrico para medir os volumes indicados.
- Analisador automatico

Procedimento

(Analisador automatico)

A seguir, é detalhado um procedimento geral para Cholinesterase em um analisa-
dor automatico. Quando for utilizada a técnica para um analisador em particular,
as instrugdes de trabalho do mesmo devem ser seguidas.

Amostra ou Calibrador 4.ul

Reagente A 150 ul

Incubagdo durante 300 segundos a 37°C.

Reagente B 30 ul

Incubagdo durante 120 segundos a 37°C. Leitura de absorbancia inicial a 405 nm
(A,). Transcorridos 90 minutos exatamente medidos com cronémetro, registrar a
segunda leitura (A,). Para obter o resultado de colinesterase em U/I, multiplicar
a diferenca de absorbéncia (AA= A, - A)) pelo fator.

Calibragdo

O Laborcal é processado da mesma maneira que as amostras. A partir dele é
calculado o fator correspondente. Ingressar o valor de concentragdo do calibrador
quando mudar o lote.

Obtencdo do fator de calibragao

Exemplo:

Concentragdo de colinesterase no calibrador: 3843 U/I
A1 0,629

A,:0,550

AAbsorbancia do Calibrador: 0.550 - 0,629 =-0.079

[Colinesterase]_, ... 3843 U/I
Fator = =

AA -0.079

Calibrador

=-48645

Amostra
A:0,365
A,:0.227

AAbsorbancia da amostra: 0.227 - 0,365 = - 0.138

Colinesterase (U/1) = AA x Factor = -0,138 x -48645 = 6688 U/I

Amostra
Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e
Laborcontrol 2) com atividades conhecidas de colinesterase, com cada deter-
minagao.

Valores de referéncia

Soro ou plasma

Criangas, homens e mulheres > 40 anos: 5320 - 12920 U/I

Mulheres entre 16-39 anos, que ndo estejam gravidas nem tomem pilula anti-
concepcional: 4260 - 11250 U/I

Mulheres entre 18-41 anos, gravidas ou tomando pilula anticoncepcional: 3650
-9120 U/l

Recomenda-se que cada laboratério estabeleca seus préprios valores de refe-
réncia, levando em consideragdo sexo, idade, habitos alimentares, medicacdo e
outros fatores préprios da populagdo.

Conversao de unidades ao sistema S|
Colinesterase (kU/I) = Colinesterase (U/I) x 0,001

Limitagdes do procedimento

Vide "Interferéncias".

Para preservar a integridade dos reagentes, todo tipo de contaminagdo deve ser
evitada, utilizando para a medi¢do somente micropipetas perfeitamente limpas
e secas.
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Recomenda-se utilizar Laborcontrol 1 e 2 da Laborlab como material de controle
de qualidade, visto que com outros controles comerciais podem ser obtidos valores
diferentes a faixa estabelecida, porque os mesmos sdo dependentes do método.

Desempenho

a) Precisdo: processando segundo o protocolo EP15A do CLSI, obtiveram-se os
seguintes coeficientes de variagdo como estimadores da precisdo intra-ensaio
(CV) e total (CV)):

Nivel cv, v,
2553 U/I 1,4% 1,5%
4283 U/l 2,8% 2,5%
6791 U/l 1,5% 1,5%

b) Limite de detecgdo: 70 U/I.

c) Limite de quantificacdo: 262 U/I.

d) Linearidade: a reacdo € linear até 14000 U/I. Para valores superiores, diluir a
amostra com solugdo fisioldgica (NaCl 9 g/l), repetir a determinagdo e multiplicar
o resultado pelo fator de diluigdo.

Parametros para analisadores automaticos
Para a programagdo consultar o manual de uso do analisador a ser utilizado. Para
a calibragdo, deve ser utilizado Laborcal da Laborlab.

Apresentagao

30 ml:

-1x 25 ml Reagente A
-1x5 ml Reagente B
(Cédigo 1770570)
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Termo de garantia

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

SiMBOLOS

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

Representante autorizado na Comunidade Européia
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