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HOMOCISTEINA

MS 80115310198

A ANTES DE UTILIZAR O PRODUTO, VERIFIQUE O NUMERO DA
INSTRUGAO DE USO E A VERSAO CORRESPONDENTE NA
EMBALAGEM DO MESMO.

PARA OBTER AS INSTRUCOES DE USO EM FORMATO IMPRESSO,
SEM CUSTO ADICIONAL, CONTATAR O SERVICO DE ATENDIMENTO
AO CONSUMIDOR: SAC (21) 3907 2534 / 0800 015 1414 /
sac@kovalent.com.br

APRESENTAGAO
Artigo n° Apresentagao
2150024K R1 1x19mL + R2 1x5mL

FINALIDADE

O ensaio enzimatico para homocisteina foi concebido com dois reagentes
para determinacdo quantitativa in vitro da concentragdo total de L-
homocisteina no soro ou plasma. Esse teste pode auxiliar no diagnéstico
e tratamento de pacientes com indicios de hiperhomocisteinemia e
homocistinuria.

Os pacientes que estdo tomando metotrexato, carbamazepina, 6xido
nitroso, fenitoina, anticonvulsivantes, ou triacetato de 6-azuridina podem
ter niveis elevados de homocisteina devido a interferéncia metabdlica
desses medicamentos com o metabolismo da homocisteina.

SUMARIO

Homocisteina (Hcy) € um aminoacido que contém um grupo sulfidrilo (tiol)
produzido pela desmetilagéo intracelular de metionina. A homocisteina
total (Hcy total) representa a soma de todas as formas de Hcy (incluindo
formas oxidadas, livres e ligadas a proteinas).

Niveis elevados de tHcy tém surgido como um importante fator de risco
na avaliagdo de doencas cardiovasculares’®. O excesso de Hcy na
corrente sanguinea pode causar danos aos vasos arteriais, devido a sua
natureza irritante e resultar em inflamagao e formagéao de placas, o que
pode eventualmente levar a um bloqueio do fluxo sanguineo para o
coragao.

Niveis elevados de tHcy sdo produzidos por quatro principais fatores, que
incluem: a) Deficiéncias genéticas em enzimas envolvidas no
metabolismo de Hcy como cistationina beta-sintase (CBS), metionina
sintase (MS) e metilentetrahidro-folato-redutase (MTHFR); b) Deficiéncia
nutricional de vitaminas do grupo B, como Bs, B12 e folato; ) Insuficiéncia
renal para o clearance eficiente de aminoacidos; e d) Interagdes de
medicamentos como 6xido nitrico, metotrexato e fenitoina que interfere
com o metabolismo de Hcy.

Niveis elevados de tHcy também s&o associados doenca de Alzheimer*
e osteoporose’. Diretrizes para determinacéo de Hcy foram recentemente
em laboratdrios clinicos®.

PRICIPIO

O ensaio enzimatico para Hcy Kovalent é baseado em um novo principio
que avalia o produto da conversdo do co-substrato (uma molécula que
ndo é um substrato da enzima de conversdo da Hcy e ndo contém
qualquer elemento da amostra de Hcy) ao invés de avaliar o co-substrato
ou os produtos de conversdo da Hcy, como descrito na literatura. Nesse
ensaio, a Hcy oxidada é primeiro reduzida a Hcy livre, a qual logo reage
com um co-substrato, S-adenosilmetionina (SAM) catalisada por uma Hcy
S-metiltransferase para formar metionina (o produto de conversao da Hcy
) e S-adenosilhomocisteina (SAH, o produto de conversdo do co-
substrato). SAH é avaliada através de reagdes enzimaticas acopladas
incluindo SAH hidrolase, adenosina (Ado) deaminase e glutamato
desidrogenase, onde a SAH ¢ hidrolisada em adenosina (Ado) e Hcy pela
SAH hidrolase. A Hcy formada, originada a partir do co-substrato SAM,
se integra em uma reagdo de conversdo de Hcy pela Hcy S-
metiltransferase. Isso resulta em um produto de conversdo do co-
substrato baseado na reagdo enzimatica ciclica que amplifica
consideravelmente os sinais de detecgdo. O Ado formado imediatamente
hidrolisado em inosina e aménia. Em uma Ultima etapa, a enzima
glutamato desidrogenase (GLDH) catalisa a reagdo da aménia com 2-
oxoglutarato e NADH para formar NAD*. A concentragdo de Hcy na
amostra é diretamente proporcional & quantidade de NADH convertido a
NAD* (AOD340nm).

BL0219 - REVO03 - 11/2018 Pag. 1

REAGENTES

Componentes e Concentragoes

S-Adenosilmetionina (SAM) 0,1 mMm
NADH >0,2mM
TCEP >0,5mM
2-Oxoglutarato 5,0 mM
1-3 Glutamato Desidrogenase 10KU/L
SAH Hidrolase 3,0 KUL
Adenosina Deaminase 5,0 KU/L
Hcy Metiltransferase 5,0 KU/L

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

1. Analisador capaz de dispensar dois reagentes e medindo a
absorbancia a 340 nm com controle de temperatura (37° C);

2. Conjunto de calibradores Topkal Homocisteina (5 niveis)
Kovalent;

3. Conjunto de controles Topkon Homocisteina (4 niveis)
Kovalent.

PREPARO DOS REAGENTES

Os reagentes de ensaio enzimatico para homocisteina Kovalent sado
liquidos, estaveis e prontos para uso.

CUIDADOS E PRECAUGOES

1. Os reagentes contém azida sodica (0,95 g/L) como
conservante, que pode reagir com tubulagdo de chumbo ou
de cobre formando compostos explosivos. Para a eliminagdo
deste reagente, descartar com bastante quantidade de agua.
Nao ingerir! Evite contato com pele e olhos; Os reagentes
contém glicerol como estabilizante.

2. As amostras que contém material de origem humana devem
ser manipuladas em laboratério como potencialmente
infectantes, usando procedimentos de seguranga;

3. Por favor, consulte a ficha de seguranga e tome as
precaugdes necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério. Para um diagndstico final, os resultados devem
sempre ser correlacionados com o histérico médico do
paciente, exames clinicos e outros resultados.

GERENCIAMENTO DE RESIDUOS

Seguir as disposigdes da resolugdo RDC n° 306/2004 que dispde sobre
o regulamento técnico para gerenciamento de residuos de servicos de
saude, bem como outras praticas de biosseguranga equivalentes.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

Os reagentes s&o estaveis até o prazo da data de validade, se
armazenados a temperatura de 2 a 8 °C. NAO CONGELAR! N&o misturar
reagentes de lotes diferentes.

AMOSTRAS

Soro fresco, plasma heparinizado e plasma-EDTA podem ser utilizados
para o teste de Homocisteina Kovalent.

E importante centrifugar as amostras de sangue imediatamente apds a
coleta para separar o plasma das células sanguineas. Caso ndo seja
possivel a centrifugacdo imediata, as amostras de sangue deverdo ser
mantidas em gelo e centrifugadas dentro de uma hora. Ndo sao
recomendadas amostras hemolisadas ou turvas nem as amostras
consideravelmente lipémicas para realizar o ensaio da Homocisteina
Kovalent.

Apos separacao do plasma das células:
Estabilidade da Hey’:

4 dias a Temperatura ambiente
Varias semanas a 0-8°C
Vérios meses ou anos  a -20°C

PROCEDIMENTOS PARA O TESTE

Aplicagcdes para sistemas automaticos estdo disponiveis quando
requisitadas ou em nosso site: www.kovalent.com.br

Homocisteina
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Procedimento manual

. Antes de usar a amostra, agitar levemente, varias vezes o
frasco de calibrador e de controle para assegurar a
homogeneidade. Depois de cada uso recolocar a tampa
rapidamente e armazenar novamente na temperatura de 2 °C

a8 °C;
. Amostra/controle/calibrador: sem diluigao;
. Curva de referéncia: gerar uma curva de referéncia utilizando

o conjunto de calibradores de 5 niveis Topkal Homocisteina
Kovalent, pronto para uso e realizar o teste conforme o
esquema abaixo;

40 mg/dL de bilirrubina conjugada, 10 mmol/L de acido ascorbico e 100
umol/L** de cistationina.

** As concentragdes testadas sdo cerca de 5 a 10 vezes maior que a faixa normal dos
niveis séricos.

Sensibilidade / Limite de Detecgao
Para determinar o limite de deteccdo do ensaio enzimatico para
homocisteina Kovalent, foi utilizado o calibrador Topkal Homocisteina

Kovalent com 12 replicatas. O limite de detecgdo foi definido como a
média de 3 desvios padrdes.

Calibrador Zero

n 12
Média 0,05
Desvio Padrao 0,117
Média + 3 desvios padrdes 0,40

Limite de detecgédo = 0,40 uymol/L Homocisteina

R1: 240 L
+

Amostra/

Calibrador/

Controle: 13 pL R2: 65 pL

37°C l / :

0 340 nm 5 min 7,5 min 10 min

OD+ OD2

. Calcular AODs, construir uma curva padrdo e ler a
concentragao dos controles e amostras.

CALIBRAGAO

Para os equipamentos automatizados, usar os calibradores de 5 niveis
Topkal Homocisteina Kovalent. A curva de calibragédo é estavel por até 5
dias.

CONTROLE DE QUALIDADE

Recomendamos que cada laboratério utilize os controles Topkon
Homocisteina Kovalent de 4 niveis para validar a performance dos
reagentes de Homocisteina Kovalent. As faixas dos limites aceitaveis dos
controles devem ser estabelecidas nas respectivas bulas.

RESULTADOS

Os resultados sé@o expressos em pmol/L.

Nota: As amostras com valores superiores a 50 pmol/L devem ser
diluidas 1:1 com agua destilada e analisadas novamente. O resultado
deve ser multiplicado por 2.

LIMITAGOES

. A faixa de medigao do ensaio é de 3 a 50 ymol/L. As amostras
com valores de homocisteina superiores a 50 pmol/L devem
ser diluidas com agua destilada 1:1.

. Os reagentes sdo transparentes. Se estiverem turvos ou a
absorbancia inicial for menor que 0,5 a 340 nm (com caminho
ético de 0,6 cm), o reagente deve ser descartado.

. A S-adenosilhomocisteina (SAH) causa uma interferéncia
significativa positiva. No entanto, a SAH n&o é detectavel em
concentragdes encontradas em plasma normal e ndo devem
ser motivo de preocupagao.

. Os pacientes que estdo tomando metotrexano,
carbamazepina, fenitoina, oxido nitroso, anticonvulsivantes
ou friacetato de 6-azuridina podem apresentar niveis
elevados de homocisteina devido a interferéncia metabdlica
destes medicamentos com o metabolismo da homocisteina.

. Sugere-se a adicdo de 3-deazaadenosina para inibir a
producdo de homocisteina nos globulos vermelhos. No
entanto, o ensaio de homocisteina Kovalent ndo pode utilizar
amostras que contenham 3-deazaadenosina porque esta
inibe uma das enzimas-chave utilizadas no ensaio.

GARANTIA

Estas instrugdes de uso devem ser lidas atentamente antes da utilizagéo
do produto e as informagdes nela contidas devem ser rigorosamente
cumpridas. A confiabilidade dos resultados do ensaio ndo podera ser
garantida em caso de desvio as instrucdes.

CARACTERISTICAS / DESEMPENHO

Faixa de Medicao

A faixa de medigdo do ensaio é de 3 a 50 umol/L. As amostras com
valores de homocisteina superiores a 50 pmol/L devem ser diluidas com
agua destilada 1:1.

Especificidade / Interferéncias

Foi realizado um estudo de interferéncia testando uma amostra de soro
adulterado com diferentes concentragdes de substancias endégenas. As
seguintes substancias normalmente presentes no soro, produziram um
desvio inferior a 10 % quando medido a estas concentragdes: 40 mg/dL
de bilirrubina, 1000 mg/dL de triglicerideos, 500 mg/dL de hemoglobina,
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Linearidade
O teste é linear até 50 pmol/L.

PRECISAO

Para estar dentro da precisdo do ensaio foi medido 4 amostras de soro
homocisteina que continham 7, 12, 15,6 e 29 pmol/L de homocisteina
com o ensaio enzimatico no OLYMPUS AU400 com 20 replicatas em um
dia. As imprecisdes do ensaio (%CV) para 4 niveis de amostras de soro
de homocisteina séo de 4,5% para 7,0 umol/L de Hcy, 1,87% para 12,0
pumol/L de Hey, 3,04% para 15,6 umol/L de Hcy e 2,4% para 29 pmol/L de
Hcy. Para precisdo inter-ensaio, foi testado 4 amostras de soro
homocisteina que continham 7, 12, 15,6 e 29 ymol/L de Hcy em duas
corridas diarias em triplicata durante 5 dias. As imprecisdes inter-ensaio
de 3 niveis de controle de homocisteina sdo de 5,87% para 7,0 umol/L de
Hcy, 4,88% para 12,0 umol/L de Hcy, 5,51% para 15,6 pmol/L de Hcy e
2,57% para 29 pmol/L de Hcy.

Comparagao de Métodos

Foram feitos estudos de correlagdo com 40 amostras de soro em
comparagdo com um método comercial existente para homocisteina. A
regresséo linear gera um coeficiente de correlagéo r> com um valor de
0,99, inclinagéo de 0,94 e intersegéo de 1,05.

VALORES DE REFERENCIA

Gravidas e criangas <15 anos <10 pymol/L
Adultos 15 a 65 anos <15 pmol/L
Adultos acima de 65 anos < 20 pymol/L

A maioria dos laboratérios clinicos dos Estados Unidos utiliza 15 pmol/L
como valor normal dos niveis de homocisteina para adultos®?. Na Europa
¢é utilizado 12 pmol/L.

No entanto é recomendado que cada laboratério estabelega uma faixa de
valores normais para a popula¢do de sua regido em particular, pois os
niveis de homocisteina podem variar com a idade, sexo, area geografica
e fatores genéticos.
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INFORMAGOES AO CONSUMIDOR

Simbolos Usados

d Fabricante
* Limites de temperatura

Diagnéstico in vitro

& Cuidado, consulte documentos anexos

EE] Consulte instrugdes de uso

e, Material Reciclavel

N&o rejeitar diretamente para o ambiente

W
Lote

Data de Fabricagao

2 Validade
& Risco Biolégico

Q> Nocivo

FABRICADO POR

Kovalent do Brasil Ltda.

Rua Cristévao Sardinha, 110 — Jd. Bom Retiro
Sao Gongalo — RJ — CEP 24722-414 - Brasil
www.kovalent.com.br

CNPJ: 04.842.199/0001-56

Farm. Resp.: Jorge A. Janoni

CRF: 2648-RJ

Apresentacdes comercializadas sob demanda:

N° de registro Apresentagao

80115310198 R1 1x38mL + R2 1x10mL

80115310198 R1 1x38mL + R2 1x5mL

80115310198 R12x19mL + R2 2x5mL

SAC: sac@kovalent.com.br - (21) 3907-2534 / 0800 015 1414

Data de vencimento e n° de Lote: VIDE ROTULO
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