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uso
Reacdo inibitdria espectrofotométrica para determinagdo quantitativa de HDL colesterol em amostras de
soro humano. Somente para uso diagndstico "in vitro".

PRINCIPIO

O principio do teste é baseado na acelera¢do da reacdo do colesterol oxidase e na quebra seletiva do HDL
através de um detergente especifico. Na primeira reacdo, o colesterol livre das moléculas, ndo - HDL
(colesterol total, LDL e VLDL), é solubilizado e consumido pelo colesterol oxidase (CO) em uma reacgdo
colorimétrica.

No segundo reagente, um detergente especifico solubiliza o HDL, permitindo a reacdo com um acoplador
cromégeno, desenvolvendo cor para a determinagao quantitativa de HDL -C.

METODOLOGIA
Direto/Ultra-sensivel

SIGNIFICADO CLiNICO

O papel das particulas HDL no metabolismo lipidico é do transporte do colesterol do tecido periférico ao
figado, ou seja, as particulas esféricas de HDL sdo captadas pelo figado por endocitose mediada por
receptor, e os ésteres de colesterila sdo degradados. O colesterol assim liberado pode ser reabsorvido pelas
lipoproteinas, convertido em acidos biliares ou secretados na bile para remocdo do corpo. Este processo é
conhecido como transporte reversivo do colesterol e tem sido apresentado como um mecanismo cardio
protetor. Baixos niveis do HDL- Colesterol tém repetidamente sido associado com um aumento do risco de
doencas do coragdo e doenga da artéria coronaria. Entdo, a determinacdo do HDL Colesterol sérico tem
sido reconhecida como uma ferramenta util na identificacdo de pacientes de altos riscos. O Painel de
Tratamento de Adultos do Programa Nacional de Educag¢do do Colesterol (NCEP) recomenda que todos os
adultos de 20 anos de idade e acima deveriam ter niveis de colesterol total e HDL colesterol medidos, no
minimo a cada 5 anos para provocar risco de doenga coronaria.

PRODUTO UTILIZADO

Quimicol - H—HDL Colesterol Ultra-Sensivel MS: 10159820192

Fabricante: Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500.

Belenzinho — Sdo Paulo —SP — Brasil - CEP: 03059-001

Para maiores informacdes sobre sistemas automaticos, entrar em contato com o SAC EBRAM:
Tel. (011) 2291-2811 ou sac@ebram.com

REAGENTES

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8°C e manté-lo ao abrigo da luz. Contém Buffer (pH6.5) 10
mmol/L, TODB 1mmol/L, Ascorbato oxidase 3.0 U/ml, PVS 2 mg/L, PEGME 0.2%, MgCl, 2mmol/L

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8°C e manté-lo ao abrigo da luz. Contem Buffer (pH6.5) 10
mmol/L, Colesterol Esterase 4 U/ml, Colesterol Oxidase 10 U/ml, Peroxidase 30 U/ml, 4 aminoantipirina 2.5
mmol/L, Detergente 0.5%

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis ate a data de vencimento impressa no rotulo do produto e on board
(em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de 30 dias. Durante o manuseio,
0s reagentes estdo sujeitos a contaminacdo de natureza quimica e microbiana que podem provocar
reducdo da estabilidade.

Calibrador: Conservar entre 2 - 8°C. Contem: soro humano liofilizado com lipoproteinas de diversas classes
incluindo lipoproteina de alta densidade (HDL).
— Verificar a concentracao no rotulo do frasco.
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MODO DE PREPARO DO CALIBRADOR

Golpear o frasco levemente com os dedos para desprender o material liofilizado.

Utilizando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar exatamente 1,0mL de agua destilada no frasco.
Recolocar a tampa no frasco e deixar em repouso na temperatura ambiente por 30min.

Antes de utilizar, inverta suavemente o frasco de 5 a 10 vezes até o liofilizado dissolver totalmente.
Apos reconstituicdo, o calibrador possui estabilidade de 07 (sete) dias se armazenado entre 2 — 8°C.
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PRECAUGCOES E CUIDADOS ESPECIAIS

Este reagente deve ser usado somente para diagndstico "in vitro". Ndo pipetar com a boca. Evitar contato
com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de agua e procurar
auxilio médico.

Reagentes com diferentes lotes ndo devem ser utilizados em conjunto.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para obtencado
de resultados corretos.

Ndo usar se o reagente apresentar turbidez e, se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos
para o soro controle fresco.

AMOSTRA.

Soro livre de hemélise. O HDL colesterol no soro é estavel por 6 dias se mantido entre 2 —8°Cou 1 ano a -
70°C.

Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manusea-
las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

Preparo do Paciente:
E recomendado um jejum de 8 horas. Todavia, poderd ser alterado segundo orientacdo médica.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO

1. Banho maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir absorbancia
entre 600 —700nm.

Pipetas para medicao de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Soro controle.

Medidor de tempo.
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PROCEDIMENTO

e Procedimento automatico:

Aplicagdao no sistema automatizado: vide manual para utilizacdo do equipamento e instrugdes de uso do
reagente.

Aplicagdo no sistema semiautomatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual até
o item 4 (2° incubac¢do), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo analitico
especifico baseado no item Parametros do Sistema.

e Procedimento manual:
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Calibrador  Amostra/S.C.
Agua destilada 10pL - -
Calibrador - 10uL -
Amostra/S.C. - - 10uL
Reagente R1 0.75mL 0.75mL 0.75mL
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2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos. O nivel de agua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.
3. Adicionar o R2.

Reagente R2 0.25mL 0.25mL 0.25mL

4. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos. O nivel de agua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.

5. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 600nm (600 - 700nm), proceder as leituras registrando as
absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (S.C.).

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotébmetros que requerem volume minimo de 1,0mL e podem
ser ajustados proporcionalmente sem influencia no desempenho do teste.

Salientamos que volumes de amostras menores do que 10uL aumentam a imprecisdo da medicdo em
aplicacGes manuais.

CALCULOS
(Abs.= Absorbancia)
(Conc.= Concentragao)

HDL Colesterol Abs. amostra
da amostra (mg/dL) x Conc Calibrador (mg/dL)
Abs. calibrador

RESULTADOS
Homens: 30 - 70 mg/dL
Mulheres: 30 - 85 mg/dL

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo.

A V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdao da Aterosclerose, sugere que laudos laboratoriais
referentes aos perfis lipidicos tenham uniformidade em todo territério nacional, no tocante aos valores de
referencia e ao alerta indicativo para o diagnostico de Hipercolesterolemia Familiar (HF). De acordo com a
Diretriz, para adultos acima de 20 anos valores de HDL menores a 40 mg/dL sdo considerados baixos e
significativamente importantes na avaliagdo de doenca coronariana, independentemente dos fatores de
risco, e valores maiores a 60 mg/dL sdo considerados desejaveis para oferecer alguma protecdo contra esta
doenga.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

e Linearidade / Sensibilidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 100 mg/dL.
Amostras com valores superiores a 100 mg/dL devem ser diluidas com solucdo salina a ponto de
ficarem entre 1,06 a 100 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicgo.
Sensibilidade: 1,06 mg/dL

o Interferéncias:
Bilirrubina até 20 mg/dL, Hemoglobina até 500 mg/dL, Acido Ascorbico até 50 mg/dL e Lipemia até 500
mg/dL medida como triglicérides, ndo interferem significativamente no resultado.
Algumas drogas e substancias afetam a concentracdo do HDL colesterol, sugerimos consultar Young et
al.
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OBSERVACOES

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabilidade dos

reagentes e obtencao de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para preparar
reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade 21 mega ohm ou condutividade < 1 microsiemens
e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo Il). Para o enxague da vidraria a agua pode ser do tipo
lll, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens. No enxague final utilizar
agua tipo ll.
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