17 OH – 17 Hidroxiesteróides®
Kit com 10 testes
Catálogo: 661.3 MS:10443010007
USO CLÍNICO:

O kit reagente 17OH -17 HIDROXIESTERÓIDES é utilizado no diagnóstico de desordens adrenais.

SIGNIFICADO CLÍNICO: 

1 - Atividade Biológica da 17- α -hidroxiprogesterona

17-α-hidroxiprogesterona é um hormônio esteróide C-21 (peso molecular 330.3) que é produzido pela 17-α-hedroxi pregnenolona na adrenal e também nos ovários, testículos e placenta.17OH é hidroxilado na posição 11 e 21 para produzir cortisol via 11-deoxicortisol. O cortisol circula na corrente sangüínea ligado a uma alfa-globulina chamada transcortina ou CBG (Cortisol Binding Globulin). Apenas uma pequena fração circula livre e é biologicamente ativa. Possui um ritmo circadiano, com níveis elevados pela manhã, caindo ao final do dia. Atua como “feedback” negativo no hipotálamo e na hipófise anterior, diminuindo a liberação de CRH e de ACTH. É metabolizado principalmente no fígado e seus metabólitos são excretados na urina como 17-hidroxicorticosteróides (17-OH esteróides).

2 -. Aplicações Clínicas da determinação da 17- α -hidroxiprogesterona

Como regra, a dosagem de 17OH em soro ou fluido amniótico são relevantes para o diagnóstico da hiperplasia adrenal congênita (HAC). Esta HAC é devido ao defeito específico na enzima (seis diferentes deficiências enzimáticas têm sido descritas). Como resultado destas deficiências, há um aumento de ACTH produzindo hiperplasia adrenal e elevação de muitos precursores esteróides. Mas é também muito interessante para conhecer o valor de 17OH em pacientes com varicocele (17OH e testosterona representam marcadores da função das células de Leydig) e em pacientes homens mais velhos, para detectar Hipertrofia Prostática Benigna (BPH) e carcinoma de próstata (PCA) (plasma: 17OH é significantemente baixo em grupos PCA e BPH quando comparados com homens normais). Existem outros pontos para investigações com 17OH como: infertilidade masculina, mulheres com virilização peripuberal, crianças com adrenarca prematura (nestes casos, os valores de 17OH são aumentados sem ou após ACTH estimulação).

Urinas de 24 horas a dosagem do 17OH – Hidroxiesteróides como metabólito de excreção do cortisol indicando suas fases de atuação no organismo.

PRINCÍPIO DO MÉTODO

Método colorimétrico 

O kit baseia-se na determinação quantitativa dos 17-Hidroxiesteróides (17OH), onde a maior parte destes são excretados conjugados com sulfatos e glicorunídeos que são extraídos e quantificados colorimetricamente onde a coloração resultante será diretamente proporcional à concentração de 17OH presente na amostra. 
	Reagentes Fornecidos
	Volume

	Indicador 5%
	0,5ml

	Hidróxido de sódio 1,5M
	2,5ml

	Octanol p.a.
	0,5ml

	Borohidreto de potássio p.a.
	10 unidades (30mg)

	Ácido acético 8,5M
	1,0ml

	Periodato de sódio 7%
	15ml

	solução padrão 10mg/l
	2,0ml

	solução extratora
	50ml

	metanol p.a.
	6,5ml

	reagente de cor 0,01M
	9,0ml

	solução alcalina 
	45ml

	Solução diluente
	120ml

	Literatura técnica
	01


PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E ESTABILIDADE

Todos os reagentes são prontos para uso e estáveis por 6 meses quando armazenados à temperatura entre 2 à 8ºC.

EQUIPAMENTOS NECESSÁRIOS NÃO FORNECIDOS

Banho-maria seco ou estufa 80ºC; Banho-maria 56ºC; Pipetas automáticas e ponteiras estéreis; Tubos de ensaio/tampas; Provetas; Balões volumétricos; Centrífuga; Espectrofotômetro para leitura em 520nm; Cubetas de leitura.

PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS

a)-O paciente deve ser informado sobre como coletar o material, os medicamentos interferentes e, caso esteja fazendo uso de medicamento, se possível, suspender o uso 48 horas antes da coleta.

b)-O paciente deve coletar toda urina excretada em 24 horas, conservando a mesma sob refrigeração. Estável por 6 meses a 2-8ºC.

c)-Interferentes: Uso de medicamento contendo glicocorticóides.

d)-Amostras não conservadas sob refrigeração após a coleta e amostras onde ocorreu perda de material durante a coleta não representando o número real, tornam-se inadequadas para análise. 

e)-Urinas turvas ou coloridas terão resultados elevados de 17OH como interferência destes fatores. Verificar o que está causando a alteração da amostra e coletar a urina novamente para realizar o exame.

e)-Centrifugar uma alíquota de urina para análise.

d)-Precauções com o manuseio e descarte das amostras (de acordo com as Boas Práticas de Laboratório)

PRECAUÇÕES

1-Somente para uso diagnóstico in vitro;

2-Associar os resultados obtidos com exames correlacionados;

3-Não manter contato dos reagentes com mucosas;

4-Não usar reagentes após a data de vencimento do kit;

5-Não misturar reagentes de embalagens ou lotes diferentes.

PROCEDIMENTO

1ª Fase – Redução:

1. 2,5ml de urina centrifugada;

2. 1 gota de solução indicadora;

3. Gotejar, agitando o tubo, Hidróxido de sódio 1,5M até a viragem (3-5gotas);

4. Acrescentar 1 gota de Octanol p.a. e uma cápsula de Borohidreto de Potássio;

5. Agitar e colocar em banho-maria 56ºC durante 45 minutos ou 12 horas à temperatura ambiente;

6. Adicionar, a seguir, 2 gotas (ou até ocorrer viragem de cor) de Ácido acético 8,5M, agitar e manter em banho-maria 56ºC por 5 minutos.

2 ª Fase – Oxidação e Hidrólise:

1. Adicionar ao tubo de amostra 1,5ml de Periodato de Sódio, agitar e manter em banho-maria 56ºC durante 10 minutos;

2. Resfriar o tubo colocando-o em banho-maria de água fria ou banho de gelo.

3 ª Fase -Extração:

1. Ao tubo de extração adicionar 5ml de solução extratora, agitar fortemente durante 30 segundos;

2. Deixar em repouso para que haja separação das fases ou centrifugar o tubo durante 3 minutos à 3500rpm;

3. Transferir para outro tubo de ensaio 3ml da fase superior e coloca-lo em estufa ou banho-maria a 80ºC ater a evaporação completa do solvente;

4. Este será o tubo teste.

4 ª Fase – Colorimetria 
	
	       BRANCO
	        TESTE
	
PADRÃO


	Metanol
	        05 gotas


	        05 gotas
	       03 gotas

	Solução padrão
	
---

	             ---
	         200µl

	Solução alcalina
	          1,5ml

	         1,5ml
	         1,5ml

	Reagente de cor
	
0,3ml

	         0,3ml
	         0,3ml


Homogeneizar e incubar a 37ºC durante 10 minutos. (Nesta fase pode ocorrer turvação).

	Solução diluente
	          4,0ml
	         4,0ml
	         4,0ml


Homogeneizar e determinar as absorbâncias do teste e padrão em espectrofotômetro em 520nm, acertando o zero com o branco.

CONTROLE DE QUALIDADE

O método é linear até concentração de 25mg/l de 17 OH.

Utilizar como controle de qualidade para o método a leitura do padrão em paralelo rodado com as amostras.

A variação de desvio-padrão em 30 dias de análise não poderá ultrapassar o valor de 5,6 com coeficiente de variação próximo de 10%. 

CÁLCULOS

17OH mg/L = Absorbância do teste__  x 10

                      Absorbância do padrão

17OH mg/24horas = mg/L x volume urinário de 24 horas em litros

VALORES DE REFERÊNCIA

Crianças
Até 1 ano  : até 1,0 mg/24h

1 a 4 anos : até 2,0 mg/24h

5 a 9 anos : até 3,0 mg/24h

9 a 16 anos : 2,5 a 10,0 mg/24h

Homem       : 6,0 a 15,0 mg/24h

Mulher      : 9,0 a 22,0 mg/24h

Interferentes:

O uso de amostras de urinas turvas dificulta a extração da mesma podendo ocasionar um resultado falsamente elevado; Valores acima de 25mg/l de 17OH tornam a solução de leitura turva e não é possível proceder a leitura da mesma espectrofotometricamente; Utilizar como referência a dosagem de Deidroepiandrosterona por radioimunoensaio quando houver necessidade de confirmação dos resultados.
"Somente para uso diagnóstico in vitro"

