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Método
Enziméatico colorimétrico - (Trinder).

Finalidade

Sistema enziméatico para a determinagdo quantitativa do acido urico em
amostras de soro, plasma, urina e liquido amniético por reagdo de ponto
final. Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio

O &cido Urico é determinado de acordo com a seguinte reacao:
uoD

Acido Urico + Oy + 2H;0 --------nnnmmne- > Alantoina + CO, + H,0,
POD

2H,0; + DHBS + 4-AMP ---------nnmemee > 4H,0 + Antipirilguinoneimina

O acido Urico é oxidado pela uricase em alantoina e perdxido de hidrogénio.
O perdéxido de hidrogénio, na presenca da peroxidase, reage com o DHBS
e 4-aminoantipirina, produzindo uma antipirilquinonimina de cor vermelha,
que é diretamente proporcional a concentragéo de &cido Urico da amostra.

Significado Clinico

O &cido Urico é um produto metabdlito das purinas, acidos nucleicos e
nucleoproteinas. A concentragdo no organismo depende do equilibrio entre
a producdo e a eliminagdo que é feita pelos rins. Algumas doencas,
alteragbes bioquimicas, condicdes fisioldgicas e fatores sociais estao
associados a elevag6es na concentragdo do urato plasmatico.

Na maioria dos pacientes com gota ocorre a hiperuricemia. A elevagao de
urato esté relacionada a hiperlipidemia, obesidade, aterosclerose, diabetes
mellitus e hipertens&o, embora 0os mecanismos destas eleva¢des ainda ndo
sejam bem entendidos. As hipouricemias sao pouco frequentes, ocorrendo
na sindrome de Fanconi, doenga de Wilson e doengcas malignas como
linfoma de Hodgkin e carcinoma broncogénico.

Reagentes

Reagente n° 1 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8 °C. Contém:
Tampao Fosfato (pH 7,0) 100 mmol/L, 4 - Aminoantipirina 2 mmol/L, Azida
Saédica 7,5 mmol/L DHBS 10 mmol/L, Uricase > 1.000 U/L, Peroxidase >
18.000 U/L.

Reagente n° 2 - Padr&o - Conservar entre 2 e 8°C. Manter bem vedado
para evitar evaporagéo. Contém: Acido Urico 6,0 mg/dL. (pH 7,5).

Estabilidade, Condi¢c6es de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminag¢do durante o uso. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser transportados em temperatura que néo
exceda 30°C, até um limite de 120 horas. N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaugdes

» As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio Clinico.
* O Reagente de Cor (1) contém azida sddica que é toxica e irritante para
pele e mucosa.

« As informacdes de Descarte, Seguranca e Primeiros Socorros estéo
descritas na Ficha Individual de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

* N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagao cruzada.

» Nao utilizar os reagentes quando se apresentarem turvos.

» Evitar deixar os reagentes fora das condicdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reacdo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrao/calibrador e reagente.

» O nivel de agua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
gue contém as reagoes.

Materiais Necessarios e Ndo Fornecidos

« Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotdbmetro;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

« Ponteiras,

* Tubos de ensaio;

» Cronbmetro;

* Banho-maria.
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Amostra

Soro ou plasma (EDTA/Heparina), urina e liquido amniético. O &acido Urico
é estavel por 3 dias armazenada entre 2 e 8°C e 6 meses a 10°C negativos,
guando livres de contaminacéao.

Para descarte dos reagentes e materiais biolégicos deve-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias e Limitacbes

A concentracdo de acido Urico apresenta aumento significativo no dia-a-dia
e em intervalos de tempo diferentes em um mesmo individuo. Jejum
prolongado, stress, obesidade e ingestdo aguda de alcool nas Ultimas 24
horas, séo fatores que proporcionam o aumento do &cido Urico.

O uso de medicamentos como o Acido Ascérbico (Vitamina C) interferem
na reagdo, pois competem com o consumo de H,O,, fornecendo valores
falsamente diminuidos. Por esta razdo, deve-se suspender o seu uso pelos
menos 48 horas antes da coleta da amostra.

Concentragdes de bilirrubina até 10,1 mg/dL e triglicérides até 1216 mg/dL
ndo produzem interferéncias significativas. Valores de hemoglobina maior
gue 50 mg/dL e acido ascérbico produzem interferéncias significativas nas
amostras.

Preparacéo dos Reagentes
Os reagentes estéo prontos para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para uso em analisadores automaticos, verificar o protocolo de automagao
no site www.bioanalitica.com.br ou através do SAC.

Nota: Recomendamos o uso do Calibrador — Ref. BAO52 para calibragéo.
Para avaliar a precis@o das dosagens, recomendamos o uso do Controle N
— Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Método de Ponto Final
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padrdo) e
proceder como a seguir:

Branco Amostra Padrédo
Amostra 20 uL
Padréo (2) 20 uL
Reagente de Cor (1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 5 minutos. Ler a
absorbancia da Amostra e do Padrdo em 505 nm (490 - 540 nm), acertando
0 zero com o Branco. A cor é estavel por 30 minutos.

Esta técnica é adequada para fotbmetros cujo volume minimo de solugdo
para leitura é igual ou menor que 1,0 mL. Verificar a necessidade de ajuste
do volume, e madificar proporcionalmente para néo alterar os célculos e o
desempenho do teste. Volumes de amostra menores que 0,01 mL s&o
criticos em aplicagBes manuais, pois aumentam a imprecisdo da medicao.

Calculos

Acido Urico (mg/dL) = (Absorbancia da Amostra + Absorbancia do Padréo)
x Concentracéo do Padréo

Fator de Calibragéo = Concentragcdo do Padrdo + Absorbancia do Padrédo

Exemplo com Padréo

Absorbancia da Amostra = 0,215
Absorbancia do Padréao = 0,180
Concentracao do Padréo = 6,0 mg/dL

Acido Urico = (0,215 + 0,180) x 6 = 7,2 mg/dL

Exemplo com Fator de Calibragéo
Fc=6+0,180 =333
Acido Urico = 0,215 x 33,3 = 7,2 mg/dL

Dosagem do Acido Urico na Urina

Homogeneizar a urina e separar uma aliquota de 10 mL e acertar o pH entre
7 e 9 com NaOH 5%. Aquecer em banho-maria por 10 minutos a 56°C para
dissolver os cristais de urato e acido Urico. Diluir a urina 1:10 (0,1 mL de
urina + 0,9 mL de agua destilada ou deionizada).

Multiplicar o resultado obtido por 10. Proceder a dosagem como descrito
para o soro.

Acido Urico (mg/24 h) = (mg/dL x volume urinario em mL) + 100
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Caracteristicas do Desempenho

Comparagéao de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equagdo de regresséo
linear onde Método Bioanalitica (y) = 0,094 + 0,958 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlagéo igual a 0,996.

Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Acido Urico, foi utilizada para calcular
o limite de detecgdo do ensaio. A média encontrada foi 0,0650 mg/dL
equivalente a 20 determinagbes, com desvio padréo de 0,0095 mg/dL. A
sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrao, que € igual a 0,0935 mg/dL.

Linearidade

A reagdo é linear até 20 mg/dL. Para amostras com valores acima de 20
mg/dL, diluir a amostra com Cloreto de Sédio 150 mmol/L (0,85%), repetir
a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢cédo.

Urina — Diluir a amostra (ja ajustado p pH entre 7,0 e 9,0 e aquecida 10
minutos a 56°C) 1:20 ou 1:40 com &gua destilada ou deionizada e repetir a
medi¢do. Multiplicar o resultado por 20 ou 40 conforme diluicdo
previamente utilizada.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinagdes sucessivas,
utiizando 3 amostras com concentracdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 1,21 4,72 8,58
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,01 0,01 0,02
Coeficiente de Variagao (%) 0,61 0,27 0,29

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagfes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 1,04 2,98 6,88
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,07 0,08 0,11
Coeficiente de Variagao (%) 6,39 2,53 1,67

Valores de Referéncia
Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratorio estabeleca seus préprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Soro ou Plasma

Criancas Homens 1,5a6,0
¢ Mulheres 0,5a5,0
Homens 25a70
Adultos
Mulheres 1,5a6,0
Urina

250 a 750 mg/24 horas
Para converter os valores de mg/dL em pmol/L (SI) multiplicar por 59,5.

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medicdo apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizac&@o de controles, que permitem avaliar a preciséo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solugfes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.
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Observagdes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado s&o fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com agua destilada
ou deionizada.

» A 4gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, véarios ifons e também
substancias com grande poder de oxidag&o ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnéstica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificagdes, até a data de expiracéo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condiges
adequadas.

Apresentacdes
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BA010-100 100 mL 1 x 100 mL 1x3mL
BA010-200 200 mL 2 x 100 mL 1x3mL
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