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Método
Colorimétrico.

Finalidade

Sistema para a determinacéo do Colesterol HDL no soro ou plasma, por
método de precipitacdo seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa
densidade (LDL e VLDL) por reacéo de ponto final.

Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio

As Lipoproteinas VLDL (Lipoproteina de Muito Baixa Densidade) e LDL
(Lipoproteina de Baixa Densidade) sdo precipitadas na presenca da
solucéo de Acido Fosfotlingstico e Cloreto de Magnésio.

Apos centrifugacéo, o Colesterol ligado as Lipoproteinas de Alta Densidade
(HDL) é determinado no sobrenadante por método colorimétrico.

Significado Clinico

O HDL efetua o transporte reverso do colesterol, isto €, transporta colesterol
dos tecidos do corpo humano ao figado. Com isso diminui a quantidade de
colesterol no sangue ou aquele presente em células, diminuindo os riscos
do surgimento de doencas que a hipercolesterolemia provoca, como
doenga arterial coronariana (DAC). A taxa de Colesterol HDL mantém uma
relacéo inversa com o fator de risco de DAC, ou seja, quanto maior o seu
teor menor o risco de DAC. Assim, o colesterol HDL exerce um efeito
protetor contra a aterosclerose. O predominio da enfermidade coronariana
€ muito maior em individuos com niveis baixos de HDL do que em
individuos com teores elevados.

Exercicios fisicos podem aumentar o Colesterol HDL, assim como algumas
drogas: lovastatina, acido nicotinico, ciclofenil, cimetidina, etanol,
estrogénios, terbutalina. Valores baixos de Colesterol HDL sao encontrados
em individuos obesos, de vida sedentaria, fumantes, diabéticos, na
colestase, hepatopatia, arteriosclerose e coronariopatia.

Reagentes

Reagente N° 1 - Precipitante - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Acido
Fosfotingstico 1,5 mmol/L e Cloreto de Magnésio 100 mmol/L.

Reagente N° 2 - Padréo - Conservar entre 2 e 30°C. Manter vedado para
evitar evaporacao. Contém: Colesterol 40 mg/dL, Azida Sédica 15 mmol/L
e conservante.

Estabilidade, Condi¢cdes de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sao estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminagdo durante o uso. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser transportados em temperatura que néo
exceda 30°C, até um limite de 120 horas. N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaucdes

« As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.
* As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

* N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagao cruzada.

» N&o utilizar os reagentes quando se apresentarem turvos.

» Evitar deixar os reagentes fora das condicdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reagéo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrao/calibrador e reagente.

* O nivel de agua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
gue contém as reagoes.

Materiais Necessarios e Nao Fornecidos

* Analisador bioquimico semiautomatico ou espectrofotdmetro;

» Reagente de Cor (1) do kit Colesterol Ref. BA082 da Bioanalitica;
* Pipetas de vidro e/ou automaticas;

« Ponteiras, estantes;

* Tubos de ensaio;

» Cronémetro;

* Banho-maria.
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Amostra

Soro ou plasma (Heparina/EDTA). O colesterol HDL é estavel por 7 dias
armazenada entre 2 e 8°C, 30 dias a 20°C negativos, quando livres de
contaminag&o.

Para descarte dos reagentes e materiais bioldgicos devem-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias e LimitacGes

As concentragfes do colesterol HDL no sangue sé&o influenciadas por
fatores como ingestéo de alcool, dieta, atividades fisicas e tabagismo.
Num mesmo individuo pode haver diferencas devido a variagéo biol6gica.
Estima-se que essa varia¢ao seja em torno de 7,5%. Esses efeitos podem
ser controlados com a média dos resultados de varias amostras para o
mesmo individuo ou através da padronizacéo das condi¢des de preparo do
paciente e da colheita da amostra.

Concentragdes de bilirrubina até 14,89 mg/dL, triglicérides até 1000 mg/dL
e &cido ascorbico até 20 mg/dL nédo produzem interferéncias significativas.
Valores de hemoglobina maior que 279 mg/dL produzem interferéncias
significativas nas amostras.

Preparacao dos Reagentes
Os reagentes estéo prontos para uso.

Nota: Para avaliar a precisdo das dosagens, recomendamos o0 uso do
Controle N — Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Procedimento Técnico

Precipitacdo das VLDL e LDL

Atengao - Manter sempre a relagdo Amostra/Precipitante igual a 1:1.

Em um tubo de ensaio pipetar 0,25 mL de amostra (soro/plasma) e 0,25 mL
de Reagente N° 1 - Precipitante.

Agitar fortemente por 1 minuto. Centrifugar a 3500 RPM por 15 minutos
para obter um sobrenadante limpido. Pipetar o sobrenadante
imediatamente com cuidado para ndo ressuspender o precipitado para
evitar resultados falsamente elevados.

Determina¢ao do HDL
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), T (Teste), P (Padrao) e proceder
como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra (sobrenadante) | - 0lmL | -
Reagente N° 2 - Padrdo | - | e 0,1 mL
Reagente de Cor (1) Ref. BA082 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 10 minutos. Ler a
absorbancia da Amostra e do Padrdo em 500 nm (490 - 510 nm), acertando
0 zero com o Branco. A cor € estavel por 60 minutos.

Célculos

Na precipita¢éo, o soro é diluido 1:2 com o Precipitante (1) e necessita-se
corrigir essa diluicdo para obtencdo de resultados corretos. Para tanto, na
realizacéo dos célculos, o valor do padréo é corrigido para o dobro de sua
concentracgéo real, ou seja, 80 mg/dL.

Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padréo)
x Concentragéo do Padréo
Fator de Calibragéo = Concentracio do Padréo + Absorbancia do Padréo

Exemplo com Padréo

Absorbéancia do Teste = 0,288

Absorbancia do Padrao = 0,382

Concentracéo do Padrdo = 80 mg/dL

Colesterol HDL = (0,288 + 0,382) x 80 = 60,3 mg/dL

Exemplo com Fator de Calibragéo
Fc =80+0,382=209,4
Colesterol HDL = 0,288 x 209,4 = 60,3 mg/dL

Caracteristicas do Desempenho

Comparacédo de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equacgéo de regresséo
linear onde Método Bioanalitica (y) = 1,203 + 0,992 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlacéo igual a 0,997.
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Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Colesterol HDL, foi utilizada para
calcular o limite de deteccédo do ensaio. A média encontrada foi 1,1450
mg/dL equivalente a 20 determinac¢des, com desvio padrdo de 0,0986
mg/dL. A sensibilidade, que indica o limite de deteccdo do método,
corresponde a média mais 3 vezes o desvio padrdo, que é igual a 1,4407
mg/dL.

Linearidade

A reacgdo é linear até 160 mg/dL. Para amostras com valores acima de 170
mg/dL, diluir a amostra com Cloreto de Sodio 150 mmol/L (0,85%), repetir
a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢cédo.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utiizando 3 amostras com concentra¢des diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 21,30 34,70 119,68
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,67 1,57 1,89
Coeficiente de Variagdo (%) 3,17 4,52 1,58

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentracdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 25,40 48,70 135,05
Desvio Padrao (mg/dL) 0,52 1,96 3,42
Coeficiente de Variagao (%) 2,04 4,02 2,54

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus préprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Adulto
Colesterol Total
< 200 - Desejavel <40 - Baixo
200 a 239 - Limitrofe | = 60 - Desejavel
2239-Elevado | = -

Colesterol HDL Colesterol LDL
<100 - Otimo
100 a 129 - Limiar 6timo
130 a 159 - Limiar elevado
160 a 189 - Elevado

2 190 - Muito elevado

Criancas e Adolescentes
Colesterol Total Colesterol HDL
< 170 - Desejavel > 40 - Desejavel

170 a 199 - Limitrofe < 35 - Baixo 100 a 129 - Limitrofe
2239-Elevado | = - > 130 a 159 - Elevado

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (SI) multiplicar por 0,026.

Colesterol LDL
< 110 - Desejavel

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerncia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medigdo apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, € recomendavel a
utilizacé@o de controles, que permitem avaliar a precisdo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solugdes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.
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Observagdes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado s&o fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com &gua destilada
ou deionizada.

« A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, varios ions e também
substancias com grande poder de oxidag&o ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnostica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expiragédo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condigbes
adequadas.

Apresentacdes
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BA085-50 50 mL 2x25mL 1x3mL
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