QUIMICOLI - COLINESTERASE

Cinético - DGKC
ANVISA: 10159820264

Finalidade
Reagente para determinagdo da atividade enzimética da colinesterase (pseudocolinesterase ou coli-
nesterase Il) em amostras de soro ou plasma humanos. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio do teste

A butiriltiocolina é hidrolisada pela colinesterase em acido butirico e tiocolina. A tiocolina reduz o he-
xacianoferrato (lll) a hexacianoferrita (Il). A mudanga na absorbancia é monitorada continuamente
a405 nm, e a taxa de declinio é diretamente proporcional a atividade da colinesterase na amostra.

Metodologia
Cinético - DGKC

Significado clinico

A colinesterase sérica é composta por dois tipos principais: acetilcolinesterase (AChE) e pseudo-
colinesterase (PChE). A AChE, que se encontra na substancia cinzenta do sistema nervoso e nos
glébulos vermelhos, desempenha um papel crucial na degradagdo da acetilcolina, permitindo que
0os sinais nervosos sejam interrompidos rapidamente, evitando contragdes musculares continuas

e descontroladas. Por sua vez, a PChE, presente na substéncia branca, no plasma e em diversos
tecidos como figado e intestino, possui uma especificidade menor para a acetilcolina e atua na
metabolizagdo de diferentes ésteres de colina. Essa enzima é sintetizada pelo figado, e sua atividade
pode servir como um importante indicador de problemas de satide.

Além de suas fungdes enzimaéticas, a colinesterase é vital na detecg&o de intoxicagdes por pesticidas
organofosforados, sendo utilizada para monitorar a gravidade e a recuperagdo desses casos. Sua
atividade também é um pardmetro importante na avaliagdo da fungéo hepéatica, ja que uma redugdo
em sua atividade pode indicar hepatite grave ou cirrose. Em situagdes de desnutrigdo, inanigdo e
queimaduras, a atividade da colinesterase tende a diminuir, refletindo o estado geral do paciente.

A succinilcolina, um relaxante muscular, € hidrolisada pela colinesterase. Pacientes com baixa
atividade dessa enzima ou com mutagdes genéticas podem apresentar dificuldades na metaboliza-
¢do do medicamento, resultando em paralisia respiratéria apds seu uso. Assim, é fundamental medir
a atividade da colinesterase e avaliar a inibi¢&o por dibucaina e fluoreto antes de cirurgias, a fim de
determinar a sensibilidade do paciente ao farmaco.

Em resumo, a colinesterase, composta por AChE e PChE, desempenha um papel vital tanto na
neurotransmissdo quanto na metabolizagdo de substéncias, além de ser um marcador importante
em diversas condigdes clinicas.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tamp3o pirofosfato 75 mmol/L + Fer-
ricianeto 2 mmol/L

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Butiriltiocolina>12 mmol/L e estabilizador.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de 30 dias. Durante o
manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminag&o de natureza quimica e microbiana que podem
provocar redugdo da estabilidade.

Os frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminagdo durante o uso.

Precaucgoes e cuidados requeridos

1. Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico in vitro.

2. Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de dgua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reag&o para
obtengdo de resultados corretos.

4. N&o usar o reagente se o mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se hou-

ver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 405 nm.

2. Pipetas para medic¢do de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4, Consumiveis do analisador, quando necessario.
5. Crondémetro.

Amostra

Soro ou plasma (heparina ou EDTA).
Amostras de soro sdo estéveis por uma semana a 2-8°C, ou por 1ano a -20°C.

Preparo do paciente
E recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendagdes médicas e/ou
norma de referéncia utilizada pelo laboratério.

Interferéncias
O efeito de Triglicérides <3000 mg/dL, Bilirrubina <60 mg/dL, Hemoglobina <1000 mg/dL, Vitamina
C <60 mg/dL, Glicose 1000 mg/dL e heparina sédica 100 mg/dL é inferior a 10%.
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Parametros do sistema:

Temperatura 37°C

A de Onda Primério 405nm

A de Onda Secundario 660nm

Tipo de Reagéo Cinética

Diregdo Decrescente

Relagdo Amostra x Reativo 1:60

Vol. Amostra 4uL

Vol. Reagente 1 200 pL

Vol. Reagente 2 40 L

Adicdo de R2 300 segundos apds a adigdo do R1+amostra

Leitura 1 (A1) 90 segundos apés a adi¢do do R2

Leitura 2 (A2) 190 segundos apés a adigdo do R2

Calibracao
A calibragdo deste ensaio é efetuada através de fatoragao, obtida através da absorgdo média milimo-
lar a 405nm sob condigGes especificas.

Procedimento Automatizado
Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento ou entrar em
contato com o SAC.

Procedimento Manual
Permita que o reagente e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 - 30°C) antes do teste.
1. Separar 2 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo e adicionar o R1:
Branco Amostra/SC.
Reagente 1 200 uL 200 pL
Calibragéo - -
Amostra - 4puL
Agua destilada 4uL -
2. Homogeneizar os tubos, incubar em banho-maria sob temperatura de 37°C por 5 minutos e,
entdo, adicionar o R2:
Tubos Branco Amostra/SC
Reagente 2 40 uL 40 uL
3. Homogeneizar os tubos, acionar o cronémetro, incubar 90 segundos em banho maria sob
temperatura de 37°C e fazer a leitura da absorbancia inicial (A1);
4. Repetir a leitura apés 190 segundos da adigdo do R2 equivalente a 100 segundos apds a pri-

meira leitura (A2).

Calculos

Usando as leituras das absorbancias, determinar o AA/min da amostra e do branco, conforme abaixo:

AA/min. AA/min = AT- A2

amostra/branco

2

A concentragdo de colinesterase na amostra é calculada a partir da seguinte formula geral:

Colinesterase (U/L) = [(AA/min da Amostra - AA/min do Branco)] x 83745

Calculo do fator:
Fator =VT x 1000
VAx@xC

VT = volume total da reagdo

VA =volume da amostra

@ = fragdo milimolar

C =caminho éptico do equipamento (cm)



Linearidade Referéncia Bibliografica

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 20.000 U/L.. 1 Knedel, M., and R. Bottger. Klin. Wschr. 1967; 45:325.

As amostras com concentrag&es de colinesterase superiores a 20.000 U/L devem ser diluidas com so- 2. Han Zhijun, Huang Zhifeng, etc. Automatic analysis method for commonly used items in clinical
lugdo salina até atingirem resultado entre 44 U/L e 20.000 U/L e os resultados devem ser multiplicados chemistry. Liaoning: Liaoning Science and Technology Press, 2005.1066-1103.

pelo fator de diluigdo. 3. Arquivos da EBRAM.

Controle de Qualidade Revisdo: Agosto de 2025.

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimentos,
normas, limites de tolerancia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido para se

monitorar a variagdo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos a utilizagéo de controles comer- Simbolos universais utilizados em embalagens
ciais com valores pré-estabelecidos pelos fabricantes. de diagnéstico invitro
Valores Esperados

Mulheres: 4.000 - 12.600 U/L
Homens: 5100 - 11.700 U/L

Consultar instrugdes .
de uso |E|:| Reagente ‘ Fabricado por

P Data de validade
O conteldo é sufici- ! (Gtimo dia do Numero do lote

ente para <n> testes

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério es-
tabelega seu proprio intervalo de referéncia.

-~ < E

més)
Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes Limite de tempera- - Produto para - NGmero do
resultados: tura (conservar a) IVD ici;e\\/glgtr;(o)stlco EEH catalogo
Numero de amostras 60

Coeficiente de Correlagéo 0,999

Inclinagao 1004
Intercepta 18.21
Precisao

Estudos de preciséo foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi dosada 20 ve-
zes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Amostra1 Amostra2

Média (mg/dL) 5852 U/L 4788 U/L

CV. (%) 0,08 010
Exatidao

Estudos de exatiddo foram realizados com uma amostra de controle com valor de referéncia. A amostra
foi analisada quatro vezes ao dia (sendo duas vezes pela manha e duas vezes pela tarde) ao longo de 20
dias, e os seguintes dados estatisticos foram obtidos:

N=80 Controle

Média (mg/dL) 5856,54 U/L

CV. (%) 0,08

Sensibilidade Metodolégica
Limite de detecg&o: 44 U/L

Especificidade
O produto determina especificamente colinesterase na presenga de outras substancias interferentes
naamostra, até as concentragdes informadas no item Interferéncias.

Observacoes

O diagnéstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um Unico teste, ou seja, os dados
clinico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados para conclusdo
do diagnéstico.

Garantia da Qualidade

Este produto é garantido contra defeitos de fabricagdo desde que esteja dentro do prazo de validade e
seja comprovado pelo Departamento Técnico da EBRAM, de que nao houve falhas na execugdo, ma-
nuseio e conservagao.

Lote e Validade

Vide embalagem

Apresentacao
R1:1x25mL+R2:1x5mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +55 1122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657.402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram
Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou O 112574 7110

sac@ebram.com | ebram.com.br c e b ra m



QUIMICOLI - CHOLINESTERASE

Kinetic - DGKC
ANVISA: 10159820264

Purpose
Reagent for determining the enzymatic activity of cholinesterase (pseudocholinesterase or cholines-
terase ) in human serum or plasma samples. For "in vitro" diagnostic use only.

Test principle

Butyrylthiocholine is hydrolyzed by cholinesterase into butyric acid and thiocholine. Thiocoline re-
duces hexacyanoferrate (lll) to hexacyanoferrite (Il). The change in absorbance is monitored con-
tinuously at 405 nm, and the rate of decline is directly proportional to the cholinesterase activity in
the sample.

Methodology
Kinetic - DGKC

Clinical significance

Serum cholinesterase is made up of two main types: acetylcholinesterase (AChE) and pseudocho-
linesterase (PChE). AChE, which is found in the gray matter of the nervous system and in red blood
cells, plays a crucial role in the degradation of acetylcholine, allowing nerve signals to be interrupted
quickly, preventing continuous and uncontrolled muscle contractions. PChE, on the other hand, is
present in the white matter, plasma and various tissues such as the liver and intestines. It has less
specificity for acetylcholine and acts in the metabolization of different choline esters. This enzyme is
synthesized by the liver, and its activity can serve as an important indicator of health problems.

In addition to its enzymatic functions, cholinesterase is vital in detecting organophosphate pesticide
poisoning and is used to monitor the severity and recovery of these cases. Its activity is also an
important parameter in assessing liver function, since a reduction in its activity can indicate severe
hepatitis or cirrhosis. In situations of malnutrition, starvation and burns, cholinesterase activity tends
to decrease, reflecting the patient's general condition.

Succinylcholine, a muscle relaxant, is hydrolyzed by cholinesterase. Patients with low activity of this
enzyme or with genetic mutations may have difficulties metabolizing the drug, resulting in respi-
ratory paralysis after its use. It is therefore essential to measure cholinesterase activity and assess
inhibition by dibucaine and fluoride before surgery in order to determine the patient's sensitivity to
the drug.

In summary, cholinesterase, made up of AChE and PChE, plays a vital role in both neurotransmis-
sion and the metabolization of substances, as well as being an important marker in various clinical
conditions.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: Pyrophosphate buffer 75 mmol/L +
Ferricyanide 2 mmol/L

Reagent 2: Ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: Butyrylthiocholine > 12 mmol/L and sta-
bilizer.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on
board (in a refrigerated compartment of the analyzer) have a stability of 30 days. During
handling, reagents are subject to chemical and microbial contamination which may

cause a reduction in stability.

Vials should be kept closed, protected from light and contamination should be avoided during use.

Precautions and precautions required

1. This reagent should only be used for in vitro diagnostics.

2. Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin and clothing. In the event of contact with the
eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention.

3. The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored in
order to obtain correct results.
4. Do not use the reagent if it is visually cloudy, has precipitates, or if it is difficult to achieve the

values established for the fresh control.

Material required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 405 nm.

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables, when necessary.

5. Stopwatch.

Sample

Serum or plasma (heparin or EDTA).
Serum samples are stable for one week at 2-8°C, or for 1year at -20°C.

Patient preparation
Itis recommended that samples are collected in accordance with medical recommendations and/or
reference standard used by the laboratory.

Interferences
The effect of Triglycerides <3000 mg/dL, Bilirubin <60 mg/dL, Hemoglobin <1000 mg/dL, Vitamin
C <60 mg/dL, Glucose 1000 mg/dL and heparin sodium 100 mg/dL is less than 10%.
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System parameters:

Temperature 37°C

A Primary Wave 405nm

A Secondary Wave 660nm

Reaction Type Kinetics

Direction Decreasing

Sample x Reagent Ratio 1:60

Sample Vol. 4L

Vol. Reagent 1 200 pL

Vol. Reagent 2 40 L

Addition of R2 300 seconds after addition of R1+ sample
Reading 1 (A1) 90 seconds after addition of R2
Reading 2 (A2) 190 seconds after addition of R2

Calibration
The calibration of this test is carried out by factoring the average millimolar absorbance at 405nm
under specific conditions.

Automated Procedure
Application on the automated system: see the manual for use of the equipment or contact SAC.

Manual Procedure
Allow the reagent and sample to reach room temperature (15 - 30°C) before testing.

1. Separate 2 test tubes and carry out the procedure according to the table below and add R1:
Blank Sample/SC.
Reagent1 200 L 200 L
Calibration - -
Sample - 4L
Distilled water 4puL -
2. Homogenize the tubes, incubate in a water bath at 37°C for 5 minutes and then add R2:
Tubes White Sample/SC
Reagent 2 40 uL 40 uL
3. Homogenize the tubes, start the stopwatch, incubate for 90 seconds in a water bath at 37°C

and take the initial absorbance reading (A1);
4. Repeat the reading 190 seconds after adding R2, equivalent to 100 seconds after the first rea-
ding (A2).

Calculations

Using the absorbance readings, determine the AA/min of the sample and blank, as follows:

AA/min. AA/min = AT- A2

sample/white

2
The concentration of cholinesterase in the sample is calculated from the following general formula:

Cholinesterase (U/L) = [(AA/min of Sample - AA/min of Blank)] x 83745

Calculation of the factor:
Factor =VT x 1000
VAx@xC

VT = total reaction volume

VA = sample volume

@ = millimolar fraction

C = optical path of the equipment (cm)

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 20.000 U/L.

Samples with cholinesterase concentrations higher than 20,000 U/L should be diluted with saline
solution until they reach a result between 44 U/L and 20,000 U/L and the results should be multiplied
by the dilution factor.



Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, stan-
dards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical variation
of the measurement system should also be maintained. We recommend using commercial controls
with values pre-established by the manufacturers.

Expected Values
Women: 4000 - 12,600 U/L
Men: 5100 - 11,700 U/L

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

in vitro diagnostics

Universal symbols used on packaging

See instructions
for use |E|:| Reagent

Manufactured by

cient for <n> tests (last day of the

Contents are suffi- ! Expiry date
month)

Batch number

. Product for
Temperature limit - ! -
) |VD diagnostics
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Comparative Studies in vitro
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following results:

Number of samples 60

Correlation Coefficient 0.999

Slope 1004

Intercept 18.21
Precision

Precision studies were carried out with two samples, each of which was dosed 20 times and the follo-
wing statistics were found:

N=20 Sample1 Sample 2

Mean (mg/dL) 5852 U/L 4788 U/L

CV. (%) 0.08 010
Accuracy

Accuracy studies were carried out with a control sample with a reference value. The sample was analy-
zed four times a day (twice in the morning and twice in the afternoon) over the course of 20 days, and
the following statistical data were obtained:

N=80 Control

Mean (mg/dL) 5856,54 U/L

CV. (%) 0.08

Methodological sensitivity
Limit of detection: 44 U/L

Specificity

The product specifically determines cholinesterase in the presence of other interfering substances in
the sample, up to the concentrations stated in the item Interferences.

Remarks

The clinical diagnosis should not be made solely on the basis of the results of a single test, i.e. the pa-
tient's clinical data and the results of other tests should be taken into account when concluding the
diagnosis.

Quality Assurance

This product is guaranteed against manufacturing defects as long as it is within its expiration date and
has been verified by EBRAM's Technical Department, dand that there have been no flaws in its execu-
tion, handling or conservation.

Batch and Expiry Date
See packaging

Presentation
R1:1x25mL +R2:1x 5 mL
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