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LIPASE
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Colorimétrica

A Lipase atua hidrolisando os ésteres de Glicerol de Ácidos graxos de cadeias longas (triacilgliceróis) em diglicerídeos, monoglicerídeos e Ácidos graxos livres. Durante a reação o substrato, em meio tamponado e estabilizado, adquire uma forma emulsificada (micelas) formando interfaces (lípídes-água) necessárias a ação da Lipase que em presença do Ácido ditionitrobenzóico (DTNB) forma um

cromógeno de cor amarela sendo proporcional à atividade da Lipase no soro.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro obtido livre de hemólise, plasma colhido com heparina.

Outros anticoagulantes (EDTA, citrato, oxalato ) inibem a atividade da Lipase. 
Estabilidade e armazenamento da amostra

A amostra é estável no plasma por 24 horas entre 15 e 30 °C e 21 dias entre 2 e 8 °C.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

LIPASE                       
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Componentes do kit

Número 1 - Tampão - conservar entre 2 e 8 °C. Contém:

Tris (hidroximetilamino metano) 100 mmol/L, pH 8,5.

Número 2 - Inibidor Enzimático - conservar entre 2 e 8°C. Contém: 
Fenilmetil sulfonil fluoreto 8 mmol/L e solubilizante.

Numero 3 - Reagente de Cor - conservar entre 2 e 8°C. Contém: 
DTNB (Ácido ditionitrobenzóico) 3 mmol/L, Acetato de Sódio 100 mmol/L, estabilizador, pH 6,0 .

Número 4 - Substrato - conservar entre 2 e 8°C. Contém:

Tributirato ditiopropanol 20 mmol/L e surfactante.

Número 5 - Acetona - conservar entre 2 e 8°C. Contém:

Acetona PA
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da 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 E PRECAUÇÕES 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 agentes contaminantes;

4 - O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio;

5 - As cubetas do colorímetro ou espectrofotômetro devem estar rigorosamente secas;

6 - É importante para o bom desempenho do teste, um rigoroso controle de tempo e temperatura;

7 - Os Reagentes Nº 2, 3 e 4 são tóxicos e irritantes para a pele e mucosas. Manusear com cuidado;

8 - O Substrato e o Inibidor são acondicionados em ampolas; depois de abertas, transferir o conteúdo para os frascos vazios que acompanham o kit;

9 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 410 nm (400-415) 

· Banho - maria a 37 º
· Centrífuga
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Marcar 2 tubos de ensaio: C (Controle), A (Amostra) e proceder como a seguir:
                                                    Controle                     Amostra
Reagente Nº 1                                1,0 mL                       1,0 mL

Amostra                                         50 μL                          50 μL

Reagente Nº 2                                 ——                            50 μL

Reagente Nº 3                                100 μL                        100 μL 
Colocar os tubos em banho-maria a 37ºC por 2 minutos para equilibrar a temperatura. Em seguida adicionar:
Reagente Nº 4                                 ——                            0,1 mL
Homogeneizar e incubar a 37 °C por exatamente 30 minutos e em seguida adicionar:
Reagente Nº 5                                  2,0 mL                        2,0 mL
Homogeneizar bem e deixar em repouso por 3 minutos.

Transferir os conteúdos dos tubos Controle e Amostra para 2 tubos de centrifugação. Centrifugar a 3.500 rpm por 5 minutos.

Transferir os sobrenadantes límpidos para cubetas secas do colorímetro ou do espectrofotômetro e determinar as absorbâncias dos tubos Controle e Amostra em 410 nm (400-415), acertando o zero com água destilada ou deionizada. A cor formada é estável por 30 minutos.
CÁLCULOS

Lipase (UI) = Abs. Amostra - Abs. Controle x 1.000

                                         7

Exemplo:

Abs. da Amostra = 0,131

Abs. do Controle = 0,102
Lipase (UI) = 0,131 - 0,102 x 1.000 = 4,14 UI

                              7
RESULTADOS

Unidade de Medida: UI
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

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.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA 

Os valores de referência em UI, para o presente método, foram obtidos através da determinação de Lípase em populações sadias do sexo masculino e feminino.
Soro: 2 a 15 UI
Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.
SIGNIFICADO CLÍNICO

A Lipase é uma enzima produzida quase que exclusivamente pelo pâncreas. Na presença de pancreatite, a Lipase é liberada em altas concentrações no sangue, persistindo por muito mais tempo que a Amilase, possibilitando a confirmação do diagnóstico tardio da doença.

Os valores de Lipase na pancreatite podem alcançar de 5 a 10 vezes o limite superior de referência, enquanto que nas outras doenças os níveis de Lipase são sempre inferiores a 3 vezes os valores de referência.

A Lipase aumenta na pancreatite aguda, pancreatite crônica (câncer da cabeça do pâncreas), obstrução dos dutos pancreáticos por cálculos ou neoplasias.

Como a excreção da Lipase é feita através dos rins, na insuficiência renal de uma maneira geral, os níveis de Lipase são altos. No infarto intestinal, na colangite aguda e na obstrução do intestino delgado valores aumentados da Lipase também podem ser observados.

A Lipase pode estar diminuída fisiologicamente durante a gravidez, no curso da tuberculose e de outras doenças infecciosas.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 75 UI. Para valores maiores, realizar nova determinação, reduzindo o tempo de incubação.

Multiplicar o resultado por 30 e dividir pelo tempo de incubação utilizado, em minutos.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O método é indicado somente para determinação manual da Lipase sérica.
Interferências

Algumas drogas como: colinérgicos, codeína, indometacina, meperidina e morfina podem provocar um aumento na Lipase sérica. Já os íons Cálcio podem interferir diminuindo os valores de Lipase.
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