HDL Colesterol

Direto

Finalidade
Método colorimétrico sem precipitagdo para a determinagdo de HDL-colesterol
em soro ou plasma.

Significado clinico

As lipoproteinas plasmaticas sdo particulas arredondas que contém quantidades vari-
dveis de colesterol, triglicerideos, fosfolipidios e proteinas. Os fosfolipidios, o colesterol
livre e as proteinas constituem a superficie externa da particula lipoproteica, sendo
que suas cores contém em maior quantidades colesterol esterificado e triglicerideos.
Estas particulas solubilizam e transportam o colesterol na corrente sanguinea.

A proporgao relativa de proteina e lipidios determina a densidade destas lipopro-
teinas e provém as bases sobre as quais pode-se estabelecer uma classificagdo. As
4 classes mais imprtantes sdo (em ordem crescente de densidade): quilomicrons,
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL - Very Low Density Lipoproteins),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL - Low Density Lipoproteins) e lipoproteinas
de alta densidade (HDL - High Density Lipoproteins). Diferentes estudos clinicos
demonstraram que as variadas classes de lipoproteinas tém diferentes e variados
efeitos no risco de doengas coronarias.

A fungdo principal das HDL no metabolismo lipideo é a captagdo e transporte de
colesterol desde os tecidos periféricos ao figado com um processo conhecido
como transporte reverso do colesterol (mecanismos cardioprotetivo).

O HDL-colesterol baixo, associa-se com um alto risco de doengca cardiaca. Porém,
a determinagdo de HDL-colesterol é uma ferramenta util na identificagdo de
individuos com alto risco.

Fundamentos do método

Este € um método homogéneo que utiliza dois reagentes. Durante a primeira
etapa da reagdo é solubilizado e consumido o colesterol livre ou unido a proteinas
distintas da HDL em uma reagdo que envolve a colesterol oxidase (CHO), peroxi-
dase (POD) e N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina dissédica (TOOS), o que
origina um produto sem cor. Em uma segunda etapa, as HDL sdo especificamente
solubilizadas por um detergente. O HDL-colesterol é liberado para reagir com
colesterol esterase (CHE), colesterol oxidase e TOOS, dando um produto colorido:

TOOS
LDL, VLDL, quilomicrones — = produtos incolores de LDL, VLDL e quilomicrones

CHO
detergente
HDL-colesterol HDL solubilizada
CHO
HDL-colesterol — = colest-4-en-3-ona + H,0,

CHE
POD
H,0, + TOOS + 4-AAP — = desenvolve cor

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo de colesterol oxidase (< 1000 U/L), peroxidase (< 1300 U/L)
e N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina dissédica (TOOS) (< 1 mM), em
tampdo de Good, com estabilizante e conservador apropriados.

B. Reagente B: solugdo de detergente (< 2%), colesterol esterase (< 1500 U/L) e
4-aminoantipirina (4-AAP) (< 1 mM), em tampdo de Good, com estabilizante e
conservador apropriados.

Calibrador: soro humano liofilizado contendo lipoproteinas de diferentes tipos
incluindo HDL. A concentragdo é variavel de acordo com o lote (vide concentragdo
no roétulo).

Reagentes ndo fornecidos
Agua destilada.

Instrugdes de uso

Reagentes A e B: prontos para uso.

Calibrador: reconstituir com o volume de dgua destilada indicado no rétulo.
Tampar o frasco e deixar em repouso durante 5 minutos. Ajudar a dissolver ho-
mogeneizando o frasco suavemente, evitando a formagdo de espuma. N3o agitar.

Precaugées

- Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

- N&o pipetar com a boca.

- O Calibrador foi examinado para HBsAg, HCV e anticorpos contra os virus HIV
1/2 resultando ndo reativo. Deve ser utilizado como se tratando de material
infectante.

- Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no labo-
ratério de analises clinicas.

- Todos os reagentes e as amostras devem ser descartados conforme a regulagdo
local vigente.

Estabilidade e instru¢Ges de armazenamento

Os Reagentes fornecidos sdo estaveis sob refrigeragdo (2-8°C) até a data de ven-
cimento indicada na embalagem. Uma vez utilizados, os reagentes sdo estaveis
durante 3 semanas sob refrigeragdo (2-8°C).

Uma vez reconstituido, o Calibrador é estavel por 1 semana sob refrigeragao
(2-8°C) ou 1 més congelado (-20°C). Nao congelar e descongelar repetidamente.

Amostra

Soro ou plasma

a) Coleta: obter a amostra da maneira habitual.

b) Aditivos: heparina ou EDTA quando for utilizado plasma como amostra.

c) Estabilidade e instrugées de armazenamento: centrifugar e separar o soro do
codgulo dentro das 3 horas apos a coleta. Caso a amostra ndo seja processada
na hora, ela pode ser conservada durante 1 semana sob refrigeragdo (2-8°C).

Inteferéncias

N&o sdo observadas interferéncias por acido ascorbico até 100 mg/dL, hemoglobina até
1000 mg/dL, bilirrubina até 60 mg/dL, nem triglicerideos até 1200 mg/dL. (Vide
“Limitagdes do procedimento”).

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas e doencas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)
- Material volumétrico para medir os volumes indicados.
- Analisador automatico.

Procedimento

(Analisador automatico)

A seguir, detalha-se um procedimento geral para HDL Colesterol Direto em um
analisador automatico. Quando utilizada a técnica para um analisador em parti-
cular, suas instrugdes de trabalho devem ser seguidas.

Amostra ou Calibrador 3uL

Reagente A 300 uL

Incubagdo durante 5 minutos a 37°C. Leitura de absorbancia a 600/700 nm
(Branco de Amostra).

Reagente B 100 uL

Incubagdo durante 5 minutos a 37°C. Leitura do resultado a 600/700 nm (con-
centragdo de HDL-colesterol).

Calibragdo

O Calibrador deve ser processado junto com as amostras e da mesma maneira
que estas. As concentragdes do Calibrador permanecem em torno dos niveis do
critério médico e sdo variadveis lote a lote (vide concentragdo no rétulo). Ingressar
o valor de concentragdo do calibrador cada vez que o lote é mudado.

Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e
Laborcontrol 2 da Laborlab) com concentragdes conhecidas de HDL colesterol,
com cada determinagdo.

Valores de referéncia

Os valores esperados de HDL colesterol sdo os seguintes:

Homens: 30 - 70 mg/dL

Mulheres: 30 - 85 mg/dL

O painel de expertos do National Cholesterol Education Program (NCEP) fornece
os seguintes valores de HDL colesterol:

40-60 mg/dL

Recomenda-se que cada laboratdrio estabelega seus préprios valores de referén-
cia. No entanto, valores maiores de 40 mg/dL sdo considerados recomendaveis
e os acima de 60 mg/dL sdo considerados de protecdo. Porém, valores de HDL
colesterol por baixo de 40 mg/dL sdo como indice significativo de risco de doenca
cardiaca corondria.

Limitagdes do procedimento

Vide “Interferéncias”

N&o devem ser utilizados anticoagulantes que contenham citrato.
N&o expor os reagentes a luz.

Conservar os reagentes conforme as instrugdes.
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Amostras com concentragbes de triglicerideos superiores a 1200 mg/dL, devem ser
diluidas com solugao fisioldgica.

Desempenho

a) Reprodutibilidade: processando simultaneamente replicados de uma mesma
amostra em um mesmo dia, obteve-se:

Nivel D.P. CV.
32,9 mg/dL +0,6 mg/dL 1,9%
50,7 mg/dL +0,9 mg/dL 1,7%
101,3 mg/dL +1,5 mg/dL 1,5%

Processando a mesma amostra em dias diferentes, obteve-se:

Nivel D.P. CV.
32,8 mg/dL +0,8 mg/dL 2,4%
50,0 mg/dL +1,2 mg/dL 2,5%
100,1 mg/dL +2,3 mg/dL 2,3%

b) Linearidade: a reag&o é linear até 200 mg/dL. Para valores superiores, diluir a
amostra com solugdo fisioldgica e multiplicar o resultado pelo fator de dilui¢do
utilizado.

c) Limite de detecgdo: a minima concentragdo quantificavel de HDL colesterol
é 4 mg/dL.

d) Recuperagdo: acrescentando quantidades conhecidas de HDL colesterol a
distintos soros, obteve-se uma recuperagao entre 98,4 e 99,0%.

Parametros para analisadores automaticos
Para as instrugdes de programacdo deve-se consultar o manual de uso do ana-
lisador.

Apresentagao

1 x 60 mL Reagente A

1x 20 mL Reagente B

1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1770160)

1 x 30 mL Reagente A

1 x 10 mL Reagente B

1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1770161)

2 x 60 mL Reagente A

2 x 20 mL Reagente B

1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1779702)

Referéncia

- Castelli, W. et al. - Circulation, 55:767 (1977).

- Gordon, T. et al. - Am. J. Med. 62:707 (1977).

- Warnick, G. - Clin. Chem. 41:10, 1427 (1995).

- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", AACC Press, 4" ed.,
2001.

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program - JAMA 285/19:2486
(2001).

- Tietz N.W., Clinical Guide to Laboratory Tests, W.B. Saunder Co., Philadelphia,
pag. 256, 1986.

- Westgard, J. et al. - Clin. Chem. 20:825 (1974).

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do prazo
de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico da Laborlab Produtos
para Laboratdrios Ltda. que ndo houve falhas técnicas na execugdo e manuseio
deste kit, assim como em sua conservagdo.

SiMBOLOS

C€

[Ec [REP] Representante autorizado na Comunidade Européia

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE para
dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

Uso médico-diagndstico "in vitro"
Y/ Conteudo suficiente para <n> testes
& Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)
Né&o congelar

Risco bioldgico

Volume apds da reconstituigdo

Conteudo

9

[frooe g | x;

Numero de lote
Elaborado por:
Nocivo

Corrosivo / Caustico
Irritante

Consultar as instrugdes de uso

[ ] cCalibrador

Controle

5
8
2
3
3

Controle Positivo

feono] -] Controle Negativo
REF NUmero de catalogo
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HDL Colesterol

Direto

Finy uso
Método colorimétrico homogéneo para la determinacién de HDL-colesterol en
suero o plasma

Significacion clinica

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que contienen cantidades
variables de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y proteinas. Los fosfolipidos, el
colesterol libre y las proteinas constituyen la superficie externa de la particula
lipoproteica, mientras que su core contiene en mayor proporcién colesterol
esterificado y triglicéridos. Estas particulas solubilizan y transportan el colesterol
en el torrente sanguineo.

La proporcion relativa de proteinay lipido determina la densidad de estas lipopro-
teinasy provee las bases sobre las cuales establecer una clasificacion. Estas clases
son: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL - Very Low Density
Lipoproteins), lipoproteinas de baja densidad (LDL - Low Density Lipoproteins)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL - High Density Lipoproteins). Numerosos
estudios clinicos han demostrado que las diferentes clases de lipoproteinas tienen
distintos y variados efectos en el riesgo de enfermedad coronaria.

La funcidn principal de las HDL en el metabolismo lipidico es la captacidn y trans-
porte de colesterol desde los tejidos periféricos al higado en un proceso conocido
como transporte reverso de colesterol (mecanismo cardioprotectivo).

El HDL-colesterol bajo, esta asociado con un alto riesgo de enfermedad cardiaca.
Por este motivo la determinacién de HDL-colesterol es una herramienta util en
la identificacion de individuos de alto riesgo.

Fundamentos del método

El presente es un método birreactivo homogéneo para la determinacién de HDL-
colesterol. En la primera etapa de la reaccidn se solubiliza y consume el colesterol
libre asociado a proteinas distintas de HDL, en una reaccién que involucra a co-
lesterol oxidasa (CHO) y catalasa (CAT), dando lugar a un producto no coloreado.
En una segunda etapa, un agente especifico (azida) bloquea la accién de CAT y un
detergente solubiliza especificamente las HDL. El HDL-colesterol es asi liberado
para reaccionar con colesterol esterasa (CHE), CHO, 4-AAP (4-amino antipirina) y
N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina disédica (TOOS), dando un producto
coloreado que se lee a 540-600 nm.

CHO
LDL, VLDL, quilomicrones — =~ productos incoloros de LDL,
CAT VLDL y quilomicrones
detergente
HDL-colesterol — = HDL-colesterol solubilizada
CHO
HDL-colesterol — = colest-4-en-3-ona + H,0,
CHE
POD

H,0,+TOOS +4-AAP = desarrollo de color

Reactivos provistos

A. Reactivo A: solucién de colesterol oxidasa (< 3000 U/I), peroxidasa (< 5000 U/I),
catalasa (< 3000 U/1) y N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina disédica (TOOS)
(< 1 mM), en buffer de Good, con estabilizante y conservante apropiados.

B. Reactivo B: solucidn de detergente (< 2%), colesterol esterasa (< 3000 U/I) y
4-aminoantipirina (4-AAP) (< 1 mM), en buffer de Good, con azida sédica (0.9 g/I)
y estabilizante apropiado.

Calibrador: suero humano liofilizado conteniendo lipoproteinas de diversos tipos
incluyendo HDL. La concentracion es variable lote a lote (ver titulo en el rétulo).

Reactivos no provistos
- Agua destilada.

Instrucciones para su uso

Reactivos Ay B: listos para usar.

Calibrador: reconstituir con el volumen de agua destilada indicado en el rétulo.
Tapar el vial y dejar en reposo durante 5 minutos. Ayudar a la disolucion rotando
el vial suavemente, evitando la formacién de espuma. No agitar.

Precauciones

- Los reactivos son para uso diagndstico "in vitro".

- No pipetear con la boca.

- El Calibrador ha sido examinado para HBsAg, HCV y anticuerpos contra HIV 1/2,
encontrandose no reactivo. No obstante, debe procesarse como si se tratara de
material infectivo.

- Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en el
laboratorio de quimica clinica.

- Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa
local vigente.

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento

Los Reactivos Provistos son estables en refrigerador (2-102C) hasta la fecha de
vencimiento indicada en la caja. No congelar. Una vez abiertos los reactivos son
estables durante 3 semanas en refrigerador (2-102C).

Una vez reconstituido, el Calibrador es estable 1 semana en refrigerador (2-102C)
0 1 mes congelado (-202C), evitando descongelar y volver a congelar.

Muestra

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual.

b) Aditivos: heparina o EDTA cuando se utilice plasma como muestra.

¢) Sustancias interferentes conocidas: no se observan interferencias por acido ascérbico
hasta 24 mg/dl, hemoglobina hasta 1000 mg/dl, bilirrubina hasta 80 mg/dl, ni trigli-
céridos hasta 3000 mg/dl (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO).

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las drogas en el presente
método.

c) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: centrifugar y separar el suero
del codgulo dentro de las 3 horas posteriores a la extraccién. De no procesar las
muestras inmediatamente, las mismas pueden ser conservadas durante 1 semana
en refrigerador (2-102C).

Material requerido (no provisto)
- Material volumétrico para medir los volumenes indicados
- Analizador automatico

Procedimiento

(analizadores automaticos)

A continuacidn se detalla un procedimiento general para HDL Colesterol direto en
un analizador automatico. Cuando se implemente la técnica para un analizador
en particular seguir las instrucciones de trabajo del mismo.

Muestra o Calibrador 3ul

Reactivo A 300 ul

Incubacion durante 5 minutos a 372C. Lectura de absorbancia a 540-600 nm
(Blanco de Muestra).

Reactivo B 100 ul

Incubacién 5 minutos a 37°C. Lectura del resultado a 540-600 nm (concentracion
de HDL-colesterol).

Calibracion

El Calibrador debe procesarse de la misma manera que las muestras. Las con-
centraciones del Calibrador se encuentran alrededor de los niveles de decision
médica y son variables lote a lote (ver titulo en el rétulo). Ingresar el valor de
concentracion del calibrador cada vez que se cambie de lote.

Método de control de calidad

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Laborcontrol 1y Labor-
control 2 de Laborlab) con concentraciones conocidas de HDL-colesterol, con
cada determinacion.

Valores de referencia

Los valores esperados de HDL-colesterol son los siguientes:

Varones: 30 - 70 mg/dI

Mujeres: 30 - 85 mg/dl

El panel de expertos del National Cholesterol Education Program (NCEP) provee
los siguientes valores de HDL- colesterol: 40 - 60 mg/d|

Es recomendable que cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia.
No obstante, valores mayores de 40 mg/dl se consideran recomendables y los que
se encuentren por encima de 60 mg/dl se han considerado como protectivos. Por
el contrario, valores de HDL-colesterol por debajo de 40 mg/dl se consideran como
indice significativo de riesgo de enfermedad cardiaca coronaria.

Limitaciones del procedimiento
No deben emplearse anticoagulantes que contengan citrato.
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No exponer los reactivos a la luz.
Conservar los reactivos de acuerdo a las instrucciones.
En caso de muestras con concentraciones de triglicéridos mayores a 3000 mg/dl,

diluir las mismas con solucion fisioldgica.

Performance

a) Precision: procesando simultdneamente replicados de una misma muestra en

un mismo dia se obtiene lo siguiente:

SIMBOLOS

Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva
Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnéstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo bioldgico

Volumen después de la reconstituciéon

Nivel D.S. C\V. V
24,1 mg/dl +0,20 mg/dl 0,8% S
50,9 mg/dl +0,34 mg/dl 0,7%
75,9 mg/dl +0,93 mg/dl 1,2%
E
Procesando la misma muestra en dias diferentes, se obtuvo:
Nivel D.S. C\V.
24,1 mg/dl +0,49 mg/dl 2,0%
50,9 mg/dl +0,45 mg/dl 0,9%
75,9 mg/dl +1,84 mg/dl 2,3%

b) Linealidad: la reaccién es lineal hasta 150 mg/dl. Para valores superiores,
diluir la muestra con solucién fisiolégica y multiplicar el resultado por el factor
de dilucién empleado.

c) Limite de cuantificacién: la minima concentracidn cuantificable de HDL-
colesterol es de 4 mg/dl.

d) Recuperacion: agregando cantidades conocidas de HDL- colesterol a distintos
sueros, se obtuvo una recuperacion entre 98,4 y 99,0%.

Parametros para analizadores automaticos
Para las instrucciones de programacion consulte el manual del usuario del ana-
lizador en uso.

Presentacion

1 x 60 mL Reactivo A
1 x 20 mL Reactivo B
1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1770160)

1 x 30 mL Reactivo A
1 x 10 mL Reactivo B
1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1770161)

2 x 60 mL Reactivo A
2 x 20 mL Reactivo B
1x — 1 mL Calibrador
(Cod. 1779702)
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Cont Contenido

Numero de lote
Elaborado por:
Nocivo

Corrosivo / Cdustico
Irritante

Consultar instrucciones de uso

Calibr. | |  Calibrador

fRfeecer iy

ONTRO! Control

[control] +] Control Positivo
feonTroL] -] Control Negativo
REF Numero de catédlogo

() LABORLAB

Produtos para Laboratérios Ltda.
Estrada do Capdo Bonito, 489
Guarulhos - SP- Brasil - CEP: 07263-010
CNPJ: 72.807.043/0001-94
Atendimento ao cliente:

+55 (11) 2480 0529/+55 (11) 2499 1277
sac@laborlab.com.br
www.laborlab.com.br
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