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LIPASE AUTOMAÇÃO
FINALIDADE
Método para a determinação quantitativa de lipase em soro e plasma humano. Teste enzimático colorimétrico, somente para uso diagnóstico in vitro.
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Enzimático colorimetrico.

O substrato cromogênico da lipase 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metilresorufina)-Ester é clivado pela ação catalítica da solução alcalina de lípase formando 1,2-O-dilauril-rac-glicerol e um intermediário instável, acido glutarico-(6-metilresorufina) Ester. Este decompõe espontaneamente em solução alcalina formando acido glutárico e metilresorufina. A intensidade de cor vermelha formada é

diretamente proporcional a atividade da lípase e pode ser determinada fotometricamente.
1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico- (6-metilresorufin) Ester—Lípase à 1,2-O-dilauril-rac-glicerol + acido glutarico-(6-metilresorufin).
acido glutarico-(6-metilresorufin) — Decomposição espontânea -> ácido glutárico e metilresorufin.

REAGENTE UTILIZADO
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COMPONENTES DO KIT
Número 1 – Tampão Reagente – conservar entre 2 e 8 ºC. Contém tampão BICIN (N,N-bis(2-hidroxietil)-glicina) 40 mmol/L pH 8,0, colipase 1,7 mg/L, Na-deoxicolato 16,4 mmol/L, taurodesoxicolato 3,4 mmol/L, cloreto de cálcio 12,0 mmol/L, detergente e preservante.

Número 2 – Substrato – conservar entre 2 e 8 ºC. Contém tampão tartarato 1,5 mmol/L pH 4,0, 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metilresorufina) ester 0,13 mmol/L, taurodeoxicolato 3,4 mmol/L, detergente e preservante.
ESTABILIDADE
Os reagentes são estáveis até a data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.
CUIDADOS ESPECIAIS
1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados5 - O reagente 2 deve ser protegido da luz;

5 - O reagente 2 deve ser protegido da luz;

6 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente;
EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Materiais necessários, mas não contido no kit:

Espectrofotômetro termostizado, pipetas e ponteiras, tubos de ensaio, cronômetro, Kits Biocal e Biocontrol Bioclin. Encontram-se no mercado especializado de artigos para Laboratórios de Análises Clínicas.
Para a realização da técnica é necessário o kit Biocal Bioclin, Biocontrol N e P Bioclin.
AMOSTRA

Pode ser utilizado o soro ou plasma heparinizado. Soro e plasma são estáveis até uma semana à temperatura ambiente, uma semana entre 2º C e 8° C e um ano quando congeladas a - 20°C.
PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO
Os reagentes estão prontos para uso.

PROCEDIMENTO 
Para uso do kit Lípase utilizar como calibrador o kit Biocal Bioclin e como soro controle os kits Biocontrol N e P Bioclin. 
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.
CÁLCULOS

Não se aplica.

RESULTADOS

Os resultados são expressos em U/L.
VALORES DE REFERÊNCIA
Adultos: <60 U/L.
INTERFERENTES
Estudos foram realizados para determinar o nível interferência de diferentes compostos: bilirrubina conjugada e não conjugada não produzem interferência até 60 mg/dL; hemoglobina não produz interferência significativa até 500 mg/dL; lipídios não produzem interferência significativa até 1000 mg/dL; há uma pequena correlação entre o índice de lipemia e a concentração de triglicérides.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Não se aplica.

SENSIBILIDADE
O Limite mínimo de detecção é 3 U/L.
LINEARIDADE 

O teste é linear até 300 U/L.
CONTROLE DA QUALIDADE

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.
SIGNIFICADO CLÍNICO

Lipases são glicoproteinas com um peso molecular de 47000 daltons. Elas são definidas como hidrolases de triglicérides que catalisam a clivagem de triglicérides a diglicerides com subseqüente formação de monoglicerides e ácidos graxos. Em adição a á-amilase, lípase pancreática tem sido por muitos anos incontestavelmente o mais importante parâmetro de química clinica no diagnóstico diferencial entre doenças pancreáticas. A determinação da atividade de lípase tem ganhado grande reconhecimento internacional devido a alta especificidade e rápida resposta. Após pancreatite aguda, a atividade de lípase aumenta em 4 a 8 horas, alcança um pico após 24 horas e decresce após 8 a 14 dias. Entretanto, não há correlação entre a atividade de lípase determinada no soro e a extensão da lesão no pâncreas. Numerosos métodos têm sido descritos para a determinação de lípase que determinam o decréscimo do substrato turbidimetricamente ou nefelometricamente ou a determinação da degradação dos produtos. Esse método é baseado na clivagem do substrato cromogenico especifico da lípase, o 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico- (6-metilresorufina) ester emulsificado com acidos biliares. A atividade da enzima pancreatica é determinada especificamente pela combinação de ácidos biliares e a colipase usada nesse teste. Virtualmente, nenhuma atividade de lipase é detectada na ausência de colipase. Colipase apenas ativa a lipase pancreatica, mas não outras enzimas lipídicas encontradas no soro. Altas quantidades de colato asseguram que as esterases presentes no soro não reagem com o substrato cromogênico devido a carga de superfície altamente negativa.
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