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BIOTECNOLOGIA

MUCOPROTEINAS
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Winzler modificado.

FINALIDADE:
Reagentes para a determinacdo de mucoproteina em amostras de soro
humano. Somente para uso diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO:

O HClO4 precipita proteinas séricas e as mucoproteinas permanecem no
sobrenadante. Na presenca de 24W03.2H3P0O4*48H20 ocorre precipitagdo das
mucoproteinas. Em pH alcalino as mucoproteinas sdo redissolvidas e seu
conteldo de tirosina é entdo avaliado via reagente Folin-Ciocalteau,
desenvolvendo coloracdo azul, cuja intensidade da cor é proporcional a
concentracdo de mucoproteinas com pico de absor¢do em 680 nm.

SIGNIFICADO CLINICO:

As mucoproteinas sdo conhecidas como proteinas de fase aguda. Em resposta
ao estimulo inflamatério, as mucoproteinas tem sua concentracdo elevada ou
reduzida.

A elevacdo das mucoproteinas ocorre em diversos processos inflamatérios
sépticos, assépticos, agudos, cronicos, localizados ou sistémicos. Estd
presente em quadros de tuberculose, diabetes mellitus, neoplasias, cirrose
hepdtica, gota, etc. Nao existe correlacdo entre os niveis séricos de
mucoproteinas, PCR e antiestreptolisina O.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 15 e 30 °C.

R1 - Acido Perclérico: Acido Perclérico 750,0 mmol/L.

R2 - Acido Fosfotlngistico: Acido Cloridrico 2,0 mmol/L; Acido
Fosfotdngstico 17,0 mmol/L.

R3 - Carbonato: Carbonato de Sédio 1,9 mmol/L.

R4 - Folin: Tungstato de sédio 300 mmol/L; Molibdato de sédio 100 mmol/L;
Acido fosférico 800 mmol/L; Acido Cloridrico 1,25 mol/L; Sulfato de Litio
monohidratado 1,36 mol/L; Bromo 1,25 mol/L.

R5 - Padréo: Solucdo Acida de Tirosina 40 mg/dL (Mucoproteina 5 mg/dL).

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estdveis até a data de validade impressa no rétulo quando
armazenados a temperatura de 15 a 25 °C, bem vedados e se for evitada a
contaminacgao durante o uso.

Os Reagentes R4 e R5, se armazenados entre 2 e 8 °C, sdo estdveis por um
maior periodo de tempo.

TRANSPORTE:
O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatario
no periodo méximo de 07 dias e em uma temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:

O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado entre
15e 30 °Ce em sua embalagem original.

PREPARO DOS REAGENTES:

Transferir quantitativamente o conteldo do R3-Carbonato para uma proveta
de 250 mL e completar o volume com dgua destilada e armazenar em frasco
plastico. Ler o item precaucdes e cuidados especiais.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipula¢do dos
reagentes. Os reagentes R1 e R2 sdo constituidos por substancias
causticas. Nao ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa;

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos
para a execucdo do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as amostras
devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes;

. O Reagente R3 e o Reagente de Uso devem ser mantidos abertos o
menor tempo possivel, de forma a evitar sua contaminacao pelo CO;
atmosférico. Ndo sopre dentro do frasco de reagente R3, pois pode
ocorrer contaminacdo com CO; e alteracdo do pH;

. Quando o valor de mucoproteina é elevado, o filtrado pode se
apresentar turvo. Nesse caso deve-se refiltrar o material;

. As condicoes de centrifugacdo sdo minimas, tempos ou velocidades
maiores ndo interferem nos resultados obtidos;

A sequéncia dos reagentes deve ser criteriosamente observada;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, devem-se
utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou federais;

. Na&o misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacdo cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
e  Espectrofotometro US/VIS;
Tubos e pipetas;
. Banho-maria ou termostatizador na temperatura constante de 37°C;
. Cronémetro;
. Centrifuga.

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. SORO

Realizar a separacdo do soro em no maximo duas horas apds sua coleta. A
mucoproteina é estdvel no soro por até 7 dias a temperatura de 15 a 25 °C.
N3&o utilizar plasma; os valores sdo consideravelmente menores nesse tipo de
amostra devido a utilizacdo de anticoagulantes.

INTERFERENCIAS

A bilirrubina até 5 mg/dL, lipemia (triglicérides até 250 mg/dL) e hemdlise
(hemoglobina até 30 mg/dL) ndo produzem interferéncias significativas.
Amostras com valores acima desses citados produzem resultados falsamente
diminuidos.

O uso de papel de filtro altamente retentor € indispensével para a obtencdo
de resultados precisos.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observacdes

. O nivel de d4gua no banho-maria deve ser superior ao dos reagentes nos
tubos;

. A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo
de reacdo é de extrema importancia para se obter resultados precisos
e exatos;

e Adgua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-

se métodos adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras
saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes oxidantes que
deterioram os reativos.

2. Desproteinizagao

Atentar para a ordem de entrada dos reagentes.

Identificar um tubo de ensaio como “D” — DESPROTEINIZADO e proceder da
seguinte forma:

REAGENTE “D" DESPRQOTEINIZADO
Soro 0,5 mL
R1 2,0 mL

Agitar vigorosamente e aguardar 10 minutos
Cloreto de sédio 0,9 % 1,25 mL
Agitar e filtrar através de papel de filtro altamente retentor.
Recomendamos o uso de Ederol n°4, Green’s 807, Toyo n°4, SS-589 ou
Whatman n° 50. O filtrado limpido obtido sera utilizado na etapa seguinte.

3. Precipitagao
Identificar um tubo de centrifuga como “A” -~ AMOSTRA e proceder da seguinte
forma:

REAGENTE “A” AMOSTRA
Filtrado 1,5 mL
R2 0,250 mL

Agitar vigorosamente e aguardar 15 minutos;

Centrifugar: 2500 a 4000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante.

R2 0,050 mL

Agua 0,250 mL

Agitar para ressuspender o precipitado

Centrifugar: 2500 a 4000 rpm por 5 minutos. Desprezar o sobrenadante e
verter o tubo em um papel absorvente e aguardar a saida do excesso de

liquido. Este tubo sera utilizado na préxima etapa.

4. Colorimetria
Identificar dois tubos de ensaio como “B” — Branco e “P” — Padréo e proceder:

REAGENTE “B” BRANCO “A" AMOSTRA “P" PADRAO
RGT DE USO 2,5mL 2,5mL 2,5mL
R5 o 0,025 mL
Agitar vigorosamente o tubo “A” para dissolver o precipitado.
R4 \ 0,1 mL \ 0,1 mL | 0,1 mL

Agitar imediatamente e incubar a 37°C por 15 minutos;
Efetuar as leituras fotométricas em 680 nm ou filtro vermelho, acertando
0 zero com o tubo “B” - BRANCO.
A reacdo de cor é estdvel por no minimo 120 minutos.

5. Célculos
e FC=5/Ap
. Em tirosina(mg/dL) = Aa x FC

FC = Fator de calibracdo;

5 = Concentracdo do padrao;

Ap = Absrobancia do padrao;

Aa = Absorbancia da amostra;

Exemplo

Ap=0,243;

Aa=0,112

FC=5/Ap

FC=5/0,243=20,576

Em tirosina (mg/dL) = Aa x FC

Em tirosina (mg/dL) = 0,112 x 20,576
Em tirosina = 2,30 mg/dL

Para converter os valores de tirosina em mucoproteina, multiplicar por 23,8.



CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1.Linearidade da reacdo de cor:

Areacdo de cor é linear até a concentragdo de 15 mg/dL. Para valores maiores,
diluir a amostra com dgua destilada e efetuar nova determinacdo. Multiplicar
o valor obtido pelo fator de diluicdo empregado.

2. Valores de Referéncia:

Os valores de referéncia podem ser expressos em mg/dL de tirosina ou mg/dL
de mucoproteinas, cujas faixas sdo:

e TIROSINA: 1,9 34,9 mg/dL

e MUCOPROTEINA: 45 a 117 mg/dL

Para converter os valores de tirosina em mucoproteina, multiplicar por 23,8.

Estes valores devem ser utilizados como uma orientacdo. E recomendado que
cada laboratério estabeleca seus préprios valores de referéncia.

3. Comparac¢do de métodos

O kit para a dosagem de mucoproteinas foi comparado com outros kits
comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram utilizadas na
comparacao dos testes, dentre essas, soros controle e amostras de pacientes.
Os resultados obtidos mostraram boa concordancia.

4. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
da repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os soros foram reconstituidos
e/ou preparados seguindo as recomendacbes do fabricante. Trinta
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit de Mucoproteina
da VIDA Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e 10
determinacdes por soro controle para a reprodutibilidade. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

4.1 Repetibilidade

Soro

= 0
Controle N MEDIA DP CV%
SC1 30 2,47 0,07 2,83
SC2 30 3,17 0,12 3,78%
4.2 Reprodutibilidade
Soro o
Controle N MEDIA DP CV%
SC1 10 2,51 0,14 5,58%
SC2 10 3,21 0,19 5,92%

5. Controle de qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as
recomendacdes do fabricante. Dez determinagdes dos soros controle foram
realizadas com o kit de Mucoproteina da VIDA Biotecnologia. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

Média dos valores % de

Soro Controle Valor alvo obtidos Recuperacio
SC1 2,71 2,67 98,5%
SC2 3,12 3,08 98,7%

Todo soro controle com valores determinados para mucoproteinas pelo
método Winzler pode ser utilizado.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto ndo
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado
por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaugoes descritas
nos produtos, desempenhard suas funcées com qualidade, seguranca e
eficacia.

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

APRESENTACAO DO KIT
NUMERO DE
cODIGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
- 1x100,0
R1-Ac. Perclérico mL

R2 - Ac.

, . 1x16,0 mL
100/510-050 Fosfotdngstico 50

R3 - Carbonato 1x50,0 mL
R4 —Folin 1x10,0 mL
R5 - Padrao 1%x2,0mL

Contedldo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizagdo do produto (dd/mm/aaaa)

Al

Material Calibrador
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INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICAGAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536;
Belo Horizonte. Minas Gerais — www.vidabiotecnologia.com.br
Departamento de Servicos Associados | (31)34663351;
dsa@vidabiotecnologia.com.br
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