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PORTUGUES: INDICACOES

O 3-Reagent Homocysteine Assay for SYNCHRON UniCel DxC System destina-se a determinagdo quantitativa in vitro da homocisteina total no soro e plasma humanos.
O dispositivo pode auxiliar no diagndstico e tratamento de doentes com suspeita de hiper-homocisteinemia e homocistindria.

AVISO: As amostras colhidas em doentes que estdo a receber tratamento farmacolégico com S-adenosil-metionina podem apresentar niveis de
homocisteina falsamente elevados. Os doentes a receber metotrexato, carbamazepina, fenitoina, protéxido de azoto, anticonvulsivantes ou triacetato de
6-azauridina podem exibir niveis elevados de homocisteina devido ao efeito da terapéutica sobre a via. Consulte a seccdo LIMITACOES DE UTILIZACAO
do folheto informativo deste ensaio.

RESUMO E EXPLICAGCAO DA ANALISE

A homocisteina (HCY) é um aminoécido contendo tiol produzido pela desmetilagdo intracelular de metionina. A homocisteina é exportada para o plasma onde circula,
maioritariamente na forma oxidada, ligada a proteinas plasmaéticas como um dissulfureto misto de proteina-HCY com albumina (proteina-SS-HCY).}> Estdo ainda
presentes quantidades mais pequenas de homocisteina reduzida e dissulfureto de homocisteina (HCY-SS-HCY). A homocisteina total (tHCY) representa a soma de
todas as formas de HCY encontradas no soro ou plasma (livre mais a ligada as proteinas). A homocisteina é metabolizada em cisteina ou metionina. Na via de
transsulfuracéo da vitamina B6, a homocisteina é irreversivelmente catabolizada em cisteina. Uma grande parte da homocisteina é novamente metilada em metionina,
principalmente por acgdo da enzima metionina sintetase dependente do folato e da cobalamina. A homocisteina acumula-se e é excretada para o sangue quando estas
reacgbes estdo comprometidas.>® Sdo encontradas concentragbes significativamente elevadas de homocisteina total em individuos com homocistintria, um distarbio
genético raro das enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina. Os doentes com homoacistiniria apresentam atraso mental, arteriosclerose precoce e
tromboembolismo arterial e venoso.?® Encontram-se também outros defeitos genéticos menos graves que levam a niveis moderadamente elevados da homocisteina
total.”®

Estudos epidemiolégicos investigaram a relacdo entre niveis elevados de homocisteina e a doenga cardiovascular (DCV). Uma meta-andlise de 27 desses estudos,
incluindo mais de 4000 doentes, permitiu estimar que um aumento de 5 pmol/L na homocisteina total foi associado a um indice de probabilidades (odds ratio) para doenca
arterial coronaria (DAC) de 1,6 (intervalo de confianca de 95% [IC], 1,4 a 1,7 para homens e 1,8 (IC de 95% 1,3 a 1,9) para mulheres; o indice de probabilidades para
doenca cerebrovascular foi de 1,5 (IC de 95% 1,3 a 1,9). O risco associado a um aumento de 5 pmol/l nos niveis da homocisteina total foi 0 mesmo que o associado a
um aumento de 0,5 mmol/l (20 mg/dL) do colesterol. Ficou também demonstrada uma forte associagdo com doenga arterial periférica.'®

A hiper-homaocisteinemia, niveis elevados de homacisteina, pode estar associada a um risco acrescido de DCV. Foram também publicados varios estudos prospectivos
sobre a relacéo entre a hiper-homocisteinemia e o risco de DCV em homens e mulheres que eram inicialmente saudaveis. Os critérios de avaliacdo foram baseados em
acontecimentos cardiovasculares tais como enfarte agudo do miocardio, AVC, DAC ou mortalidade. Os resultados de onze destes estudos caso-controlo aninhados
revistos por Cattaneo!* foram equivocos, com cinco estudos a suportar a associagdo ao risco e seis a ndo suportar a mesma. Mais recentemente, os niveis de
homocisteina foram determinados num estudo prospectivo de mulheres pés-menopausicas que participaram no Women's Health Study. Foi analisada a homocisteina em
amostras colhidas de 122 mulheres que desenvolveram subsequentemente acontecimentos cardiovasculares, e os resultados comparados com um grupo de controlo de
244 mulheres semelhantes em termos de idade e habitos tabagicos. As mulheres no grupo de controlo permaneceram livres de doencga durante o periodo de seguimento
de trés anos. Os resultados demonstraram que mulheres pés-menopdausicas que desenvolveram acontecimentos cardiovasculares apresentavam niveis de homocisteina
de base significativamente mais elevados. Aquelas com niveis no quartii mais elevado apresentavam um risco duas vezes superior de sofrer qualquer evento
cardiovascular. Foi demonstrado que niveis basais elevados de homocisteina sdo um factor de risco independente.*? Os niveis de homocisteina foram também
determinados em 1933 homens e mulheres idosos para o coorte do Framingham Heart Study, tendo ficado demonstrado que niveis elevados de homocisteina estdo
independentemente associados a riscos acrescidos de mortalidade por DCV e todas as causas.*?

Os doentes com doenga renal crénica apresentam mortalidade e morbilidade acrescidas devido a DCV arterioesclerética. A concentracdo elevada de homocisteina é um
achado frequentemente observado no sangue desses doentes. Embora esses doentes tenham défices de vitaminas envolvidas no metabolismo da homocisteina, os
niveis elevados de HCY devem-se principalmente a um compromisso na remogédo de HCY do sangue pelos rins.*41%

Os medicamentos tais como metotrexato, carbamazepina, fenitoina, protéxido de azoto e triacetato de 6-azauridina interferem com o metabolismo de HCY e podem
originar niveis elevados de HCY.1®

PRINCIPIO DO ENSAIO

A homocisteina ligada ou dimerizada (forma oxidada) é reduzida para homocisteina livre que reage, depois, com serina catalisada por cistationina beta-sintetase (CBS)
para formar cistationina. A cistationina é entdo degradada pela cistationina beta-liase (CBL) para formar homocisteina, piruvato e aménia. O piruvato é depois convertido
pela desidrogenase lactica (LDH) em lactato com nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) como coenzima. A taxa de conversdo de NADH para NAD* é directamente
proporcional a concentragcdo de homocisteina (A A340 nm).

Reducao: Homocisteina dimerizada, dissulfureto misturado e formas de HCY ligadas as proteinas na amostra sdo reduzidas para formar HCY livre, através da utilizacdo
de tris [2-carboxietil] fosfina (TCEP).
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INFORMACOES ADICIONAIS

Uma vez que a Beckman Coulter ndo fabrica o reagente nem efectua controlo de qualidade ou outros testes em lotes individuais, a Beckman Coulter ndo pode ser
responsabilizada pela qualidade dos dados obtidos, que é determinada pelo desempenho do reagente, qualquer variagédo entre lotes de reagentes ou alteragdes do
protocolo pelo fabricante.

ASSISTENCIA TECNICA

. Para Assisténcia Técnica, contacte o seu representante local da Beckman Coulter.
e Informe o Centro de Assisténcia Clinica da Beckman Coulter se o produto for recebido com danos.
e Para obter instrugdes de utilizag&o (incluindo traducdes), visite - www.homocysteine.org.uk/BCI

INFORMAGAO PARA ENCOMENDAS E COMPONENTES DO KIT

Os seguintes codigos podem ser utilizados para voltar a encomendar materiais do seu representante local Beckman Coulter:

Codigo do produto Configuracao Descrigé@o Composicao Perigo
NADH (0,45 g/L), Serina (0,108 g/L), Base Trizma
) 1-10%,
REAG |1]| _ 36 mL na camara A Cloridrato Trizma 1-10%,
Azida de s6dio < 1%.
1 x Cartucho de Pronto a utilizar
Ensaio Agente redutor (TCEP 3,0 g/L)

SYNCHRON® REAG2| . 15 mL na camara B Pronto a utilizar

Enzimas ciclicas CBS (0,748 KU/L)
R e CBL (16,4 KU/I), LDH (21,2 KUIL)
B08175 [REAG[3] _ 5 mL na camara C Azida de sodio < 1%.

Pronto a utilizar

1x 3,0 mL num Branco aquoso de homocisteina
frasco opaco (tampa CAL O uM (0 pmoliL).
azul) Pronto a utilizar
1 x 3,0 mL num Solugdo aquosa de homocisteina
frasco opaco (tampa CAL 28 uM (28 pmol/L).
vermelha) Pronto a utilizar

Os calibradores sé@o preparados gravimetricamente e séo detectaveis de acordo com NIST SRM 1955, confirmados por um procedimento de medigao especifico (HPLC).
Os valores atribuidos séo impressos nos rétulos (0 pmol/L e 28 pmol/L).

Um kit de controlo de homocisteina (Cédigo de produto - B08177) contendo controlos baixo, médio e alto é também disponibilizado pela Beckman Coulter para

utilizagéo com o]
3-Reagent Homocysteine Assay for SYNCHRON UniCel DxC System.

CONSERVACAO E TRANSPORTE DE REAGENTES

+8°C
L]
1. +2°C Conserve os componentes do kit a 2-8°C e utilize antes do prazo de validade indicado nos rétulos. N&o utilize reagentes cujo prazo de validade
tenha expirado.
2. Informe o Centro de Assisténcia Técnica da Beckman Coulter se o produto for recebido com danos.

3. Os reagentes podem ser utilizados em mdltiplas ocasifes até ao prazo de validade impresso nos rétulos. Os reagentes tém de ser novamente conservados a 2-
8 °C entre utilizagOes.

N&ao misture nimeros de lotes de kits de reagentes diferentes.

NAO CONGELE OS REAGENTES.

Evite a contaminagéo dos reagentes. Utilize uma nova pipeta descartavel para cada reagente ou cada manipulagéo da amostra.

4
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6. N&o exponha o material reagente a luz.

7

8 Conservagao no interior do instrumento. Os reagentes podem ser conservados durante 30 dias no interior do SYNCHRON UniCel DxC System.
9

Os reagentes devem estar livres de material particulado. Devem ser eliminados se ficarem turvos.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Apenas para utilizacdo em diagndéstico in vitro

1. Observe rigorosamente as instrucdes desta brochura, em particular as condi¢cdes de manuseamento e conservagao.

2. O Reagente 1 e o Reagente 3 contém azida de sddio, que pode reagir com canaliza¢do de chumbo ou cobre e formar compostos de azidas de metal altamente
explosivos. Ao eliminar os residuos, escoe com grandes quantidades de dgua para prevenir a acumulagdo de azidas.

3. Mediante solicitac&o a Axis-Shield Diagnostics Ltd., estdo disponiveis, fichas de seguranca dos materiais para todos os componentes perigosos incluidos neste kit.

EUHO032: Em contacto com &cidos liberta gases muito téxicos.

Atengdo: A Lei Federal restringe a venda deste dispositivo a apenas mediante solicitagdo de um médico.



COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

1. O soro (colhido em tubos de soro ou de separacéo de soro) e o plasma (colhido em tubos de EDTA de potassio ou de heparina de litio) podem ser utilizados para a
medicédo da homocisteina.
No entanto, ndo se recomenda a utilizagio alternada de resultados individuais de doentes do soro, plasma heparinizado e plasma EDTA.?® Adicionalmente, tém
sido relatadas diferencas de matriz entre os tubos de soro e de separagio de soro e os tubos de plasma.'®
Para minimizar aumentos na concentragdo de homocisteina derivados da sintese por eritrocitos, processe as amostras da seguinte forma:

- Coloque todas as amostras (soro e plasma) em gelo apés a colheita e antes do processamento. O soro podera coagular mais lentamente e o volume pode ser
reduzido.®

- Todas as amostras podem ser mantidas em gelo até um maximo de 6 horas antes da separagéo por centrifugagdo.*®

- Separe os eritrcitos do soro ou plasma mediante centrifugacéo e transfira para um recipiente de amostras ou para outro recipiente limpo.
Nota: Amostras néo colocadas de imediato em gelo podem apresentar um aumento de 10-20% na concentragéo de homocisteina.t”

2. Se o ensaio for conduzido no espaco de 2 semanas apos a colheita, a amostra deve ser conservada a temperaturas entre 2 e 8 °C. Caso os testes sejam adiados
por mais de 2 semanas, a amostra deve ser conservada congelada a temperaturas iguais ou inferiores a -20 °C. Foi demonstrado que as amostras se mantém
estaveis a -20 C durante 8 meses.16:18

3. E da responsabilidade do operador verificar que é(sdo) utilizado(s) o(s) tipo(s) de amostra(s) correcto(s) no 3-Reagent Homocysteine Assay para SYNCHRON
UniCel DxC System.

4., Inspeccione a presenca de bolhas em todas as amostras (amostras, calibradores e controlos). Remova as bolhas antes de analisar.

5. As amostras contendo matéria particulada (fibrina, eritrocitos ou outra matéria) e as amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas no ensaio. Os
resultados destas amostras podem ser imprecisos.

6. Misture as amostras devidamente ap6s descongelar, mediante centrifugacéo a baixa velocidade ou inversdo suave para garantir a consisténcia nos resultados.
Evite o congelamento e descongelamento repetidos. As amostras que apresentem matéria particulada, eritrécitos ou turbidez devem ser centrifugadas antes de
testar.

7. Conservacdo no interior do instrumento. As amostras de plasma EDTA podem ser armazenadas durante 1,5 horas no interior da UniCel® DxC 600. Os outros
tubos de amostras recomendados para utilizagéo no ensaio ndo foram testados.

RESULTADOS

Os resultados séo reportados em pmol/L.

VALORES PREVISTOS

Intervalo de referéncia: O intervalo de referéncia deve ser determinado por cada laboratério para confirmar as caracteristicas da populagdo a ser testada. Como ponto
de referéncia, podem ser utilizados os dados seguintes até que o laboratério tenha analisado um nimero suficiente de amostras para determinar o seu préprio intervalo de
referéncia. A concentracédo de HCY no plasma ou soro de individuos saudaveis varia com a idade, sexo, area geografica e factores genéticos. A literatura cientifica
reporta valores de referéncia para homens e mulheres adultos entre 5 and 15 umol/L, com os homens a apresentarem valores superiores aos das mulheres, e as
mulheres pds-menopausicas a apresentarem valores de homocisteina superiores aos das mulheres pré-menopausicas.'®%? Os valores de HCY aumentardo
normalmente com a idade, proporcionando um intervalo de referéncia entre a populagio idosa (> 60 anos) de 5-20 pmol/l.?* Em paises com programas de fortalecimento
com &cido félico podem ser observados niveis reduzidos de HCY .22

Intervalo mensuravel: O intervalo mensuravel para o 3-Reagent Enzymatic Homocysteine Assay para SYNCHRON UniCel DxC System é de 1-50 pmol/L.

LIMITACOES DE UTILIZACAO

1. O intervalo linear do 3-Reagent Homocysteine Assay no SYNCHRON UniCel DxC System quando operado conforme as instru¢des é de 1-50 pmol/L. As amostras
> 50 umol/L devem ser diluidas em 1 parte de amostra para 2 partes de Cal 0 umol/L ou 1 parte de amostra para 9 partes de Cal 0 pmol/L conforme apropriado.

2. Os reagentes devem ser transparentes. Elimine se estiverem turvos.

3. A cistationina é medida com homocisteina, mas o nivel de cistationina (0,065 a 0,3 pumol/L) na populagdo geral tem um efeito negligenciavel. Em casos muito

raros, doenca renal terminal e em doentes com distUrbios metabdlicos graves, os niveis de cistationina podem aumentar dramaticamente e, em casos graves,
podem causar interferéncia superior a 20%.2425

4. Carbamazepina, metotrexato, fenitoina, protoxido de azoto ou triacetato de 6-azauridina podem afectar a concentrag&o de homocisteina.®

5. Nota: As amostras colhidas em doentes que estdo a receber tratamento farmacolégico com S-adenosil-metionina podem apresentar niveis de homocisteina
falsamente elevados. Os doentes a receber metotrexato, carbamazepina, fenitoina, protéxido de azoto, anticonvulsivantes ou triacetato de 6-azauridina podem
exibir niveis elevados de homocisteina devido ao efeito da terapéutica sobre a via.

6. As amostras contendo matéria particulada (fibrina, eritrécitos ou outra matéria) e amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas no ensaio. Os
resultados destas amostras podem ser imprecisos.

DADOS DE DESEMPENHO
BASEADOS EM MEDIGOES GERADOS NO SYNCHRON UniCel DxC 600

Precisao

Foi efectuado um estudo de correlagdo com o Axis-Shield Liquid Stable (LS) 2 Part Homocysteine Reagent Assay e o 3-Reagent Homocysteine Assay para SYNCHRON
UniCel DxC com amostras de plasma de 50 dadores aparentemente saudaveis. As amostras foram analisadas utilizando o Axis-Shield Liquid Stable (LS) 2 Part
Homocysteine Reagent Assay no Beckman Coulter AU400 e o 3-Reagent Homocysteine Assay nos instrumentos UniCel DxC 600 de acordo com o documento EP9-A2 do

CLSI (previamente NCCLS)?” Todos os resultados s&o descritos utilizando um intervalo de confianga de 95%. Os resultados das amostras oscilaram entre:

Axis-Shield Liquid Stable (LS) 2 Part Homocysteine Reagent Assay no Beckman Coulter AU400 — Resultados de 5,8 a 45,9 umol/L.
3-Reagent Homocysteine Assay para UniCel DxC 600 — Resultados de 6,7 a 46,1 umol/L.

Os dados obtidos deram os seguintes valores estatisticos:

Método de comparacgéo Beckman Coulter AU400 v.

SYNCHRON UniCel DxC 600

Ndmero de amostras 50
Declive da linha de regressao 0,99
Intercepgédo sobre Y 0,74
Coeficiente de correlagéo 0,994




Precisao

Foram efectuados estudos no SYNCHRON UniCel DxC 600 com orientagdo do documento EP5-A2 do CLSI (previamente NCCLS).2®  Por cada instrumento, foram
avaliados 3 controlos de HCY e trés amostras de plasma humano, utilizando dois lotes de reagentes, em dois replicados, em duas alturas diferentes do dia, durante 20
dias, num instrumento (n=80). Os resultados encontram-se resumidos abaixo:

SYNCHRON UniCel DxC 600

Amostra Lote de Média Dentro do teste Entre testes Total
reagente DP % de CV DP % de CV DP % de CV

Controlo 1 6,15 0,36 5,9 0,00 0,0 0,49 8,0
baixo 2 6,37 0,30 4,7 0,00 0,0 0,40 6,3
Controlo 1 11,65 0,49 4,2 0,36 3,1 0,63 5,4
médio 2 11,90 0,33 2,8 0,21 1,8 0,62 5,2
Controlo 1 24,13 0,64 2,6 0,43 1,8 1,09 4,5
alto 2 24,37 0,63 2,6 0,59 2,4 1,13 4,6
Amostra P1 1 743 0.47 6,3 0,13 1,7 0,53 7.2
2 7,63 0,27 3,5 0,11 1,4 0,48 6,3
Amostra P2 1 33,20 0,85 2,6 0,62 1,9 1,42 4,3
2 33,58 0,79 2,4 0,65 1,9 1,83 5,4
Amostra P3 1 45,38 1,08 2,4 1,27 2,8 1,92 4,2
2 45,61 0,96 2,1 0,62 1,4 2,44 5,4

Linearidade da diluicdo

A linearidade de diluigdo do 3-Reagent Homocysteine Assay no SYNCHRON UniCel DxC System proporciona uma % de intervalo de recuperacéo de 100% + 10% para
todas as amostras ao longo do intervalo de ensaio. As amostras > 50 pmol/L exibem uma recuperagéo média de 100% + 14% do resultado previsto quando diluidas no
intervalo do ensaio.

Limite de deteccéo

O limite de detecgao (LOD - limit of detection) estabelecido para o 3-Reagent Homocysteine Assay no SYNCHRON UniCel DxC System, de acordo com o documento
EP17-A? do CLSI (previamente NCCLS) foi de 0,89 umol/L.

Especificidade analitica

A especificidade analitica do 3-Reagent Homocysteine Assay para SYNCHRON UniCel DxC System, avaliada de acordo com as orientagdes do documento EP7-A2%° do
CLSI, para as substancias interferentes enunciadas na tabela abaixo:

Substancia interferente Concent[agao da substancia % de interferéncia
interferente

Bilirrubina 20 mg/dL <+10
Hemoglobina 500 mg/dL <+10
Triglicérido 1000 mg/dL <+10
Glutationa 1 000 pmol/L <+10
Metionina 800 pmol/L <+10
L-Cisteina 200 pmol/L <+10
Piruvato 1250 pmol/L <+10
Proteina total 120 mg/ml < +10

Nenhuma destas substancias interferiu significativamente no ensaio.
Consulte a referéncia 16 na secgdo de referéncias deste folheto informativo sobre possiveis interferéncias causadas por medicamentos, doengas ou variaveis pré-
analiticas.

Transferéncia da sondal/cuvete

Os estudos de transferéncia no SYNCHRON LX 20 Pro demonstram que a transferéncia de hidroxilamina na sonda/cuvete, presente no reagente de ferro (FE) Beckman
Coulter® é <10% a niveis de HCY de 25-30 umol/L. Foi estabelecida equivaléncia entre os sistemas SYNCHRON LX e UniCel.

Transferéncia da amostra

Estudos de transferéncia de amostras no SYNCHRON UniCel DxC System demonstram que a transferéncia é inferior ao limite de detecgdo do ensaio.

Estabilidade do reagente no equipamento
Os reagentes permanecem estaveis no interior do SYNCHRON UniCel DxC System durante 30 dias.

Estabilidade de calibracéo
A curva de calibracdo no SYNCHRON UniCel DxC System mantém-se estavel durante 14 dias.

Tipos de amostras

Os tubos de colheita de amostras verificados para serem utilizados com o 3-Reagent Homocysteine no SYNCHRON UniCel DxC System sé&o tubos de plasma de EDTA e
heparina de litio, tubos de soro e de separagéo de soro. N&o foram testados outros tubos de colheita de amostras.

No entanto, ndo se recomenda a utilizagdo alternada de resultados individuais de doentes do soro, plasma heparinizado e plasma EDTA.2® Adicionalmente, tém sido
relatadas diferencgas de matriz entre os tubos de soro, separagio de soro e os tubos de plasma.*®



PROTOCOLO DO ENSAIO HCTX — SYNCHRON UniCel DxC 600/800

Certifique-se de que os parametros do ensaio correspondem aqueles abaixo enumerados.

NOME DO ENSAIO: HCTX

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Tipo de reacgéo: DEBITO 1 Factor de calculo: 1,000
Unidades: pmol/L N.° de calibradores: 2
Precisio: XXX Eontos de ajuste: 0,000
Direcgéo da reaccgéo: Negativo 2 28,000
Modelo matematico: Linear Iggln.lte de tempo de 336 horas
Comprimento de onda primario: 340
Comprimento de onda secundério: 380
Parametros de processamento Primeira injeccéo Segunda injec¢éo Terceira injeccédo
Componente A B C
Volume dispensado 185 pL 70 pL 38 pL
Tempo de injecgao -180 s 550 s
Volumes de amostras 25 uL
Branco Reaccéo 1 Reaccéo 2
Iniciar a leitura -50s 600 s
Terminar a leitura -10s 720 s
Limite inferior Limite superior
Intervalo de resultados utilizaveis 1,000 50,000
Limites de deteccao de erros Branco Reaccdo 1 Reaccéo 2
Limite baixo ABS -1,500 -1,500 -1,500
Limite alto ABS 2,200 2,200 2,200
Limite baixo de débito 2,200 2,200 -1,500
Limite alto de débito -1,500 -1,500 2,200
Desvio médio 2,200 2,200 2,200
Débito inicial -99,999
Delta ABS 2,200
Span multiponto (1-2) -0,001

Beckman Coulter, SYNCHRON e UniCel sdo marcas comerciais da Beckman Coulter, Inc. e estéo registadas no USPTO. Todas as outras
marcas sdo propriedade dos seus respectivos proprietarios.
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