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Portugués (Brasil): USO PRETENDIDO

O reagente de homocisteina liquido estavel (LS) de duas partes destina-se a determinacéo quantitativa in vitro da homocisteina total em soro e plasma humanos. O dispositivo
pode ajudar no diagnéstico e no tratamento de pacientes com suspeita de hiper-homocisteinemia e homocistindria. Apenas para uso profissional.

AVISO: Amostras de pacientes que estdo em terapia medicamentosa usando S-Adenosil-L-Metionina podem mostrar niveis falsamente elevados de homocisteina.
Pacientes que tomam metotrexato, carbamazepina, fenitoina, éxido nitroso, anticonvulsivantes ou triacetato de 6-azauridina podem apresentar niveis
elevados de homocisteina devido ao seu efeito na via. Consulte a se¢éo LIMITACOES DE USO neste folheto informativo do ensaio.

RESUMO E EXPLICAGCAO DO TESTE

A homocisteina (HCY) é um aminoacido contendo tiol produzido pela desmetilacéo intracelular da metionina. A homocisteina é exportada para o plasma, onde circula,
principalmente, na sua forma oxidada, ligada as proteinas do plasma, como um dissulfeto misto de proteina-HCY com albumina (proteina-SS-HCY).*> Quantidades
menores de homocisteina reduzida e de dissulfeto de homocisteina (HCY-SS-HCY) estéo presentes. A homocisteina total (tHCY) representa a soma de todas as espécies
de HCY encontradas no soro ou plasma (livres mais ligadas a proteina). A homocisteina é metabolizada em cisteina ou metionina. Na via de trans-sulfuragdo da vitamina
B6, a homocisteina é irreversivelmente catabolizada em cisteina. Uma grande parte da homocisteina € novamente metilada em metionina, principalmente pela enzima metionina
sintase dependente de folato e cobalamina. A homocisteina se acumula e é excretada no sangue quando essas reagdes sdo comprometidas.®® Concentragdes significativamente
elevadas de homocisteina total séo encontradas em individuos com homocistindria, um distirbio genético raro das enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina.
Pacientes com homocistintria apresentam retardo mental, arteriosclerose precoce e tromboembolismo arterial e venoso.?® Também s&o encontrados outros defeitos genéticos
menos graves que levam a niveis moderadamente elevados de homocisteina total.”-°

Estudos epidemiolégicos investigaram a relagéo entre niveis elevados de homocisteina e doenca cardiovascular (DCV). Uma meta-andlise de 27 desses estudos, incluindo mais de
4.000 pacientes, estimou que um aumento de 5 umol/L na homocisteina total estava associado a uma raz&o de chances de doenca arterial coronariana (DAC) de 1,6 (intervalo
de confianga [IC] de 95%, 1,4 a 1,7) para homens e 1,8 (IC de 95% 1,3 a 1,9) para mulheres; a razdo de chances para doenca vascular cerebral foi de 1,5 (IC de 95% 1,3
a1,9). Orisco associado a um aumento de 5 pmol/L na homocisteina total foi 0 mesmo que o associado a um aumento de 0,5 mmol/L (20 mg/dL) no colesterol. A doenca
arterial periférica também mostrou uma forte associagdo.*°

A hiper-homaocisteinemia, niveis elevados de homocisteina, pode estar associada a um risco elevado de DCV. Também houve muitos relatos publicados de estudos
prospectivos sobre a relagdo entre hiper-homocisteinemia e risco de DCV em homens e mulheres inicialmente saudaveis. Os desfechos foram baseados em um evento
cardiovascular, como infarto agudo do miocéardio, acidente vascular cerebral, DAC ou na mortalidade. Os resultados de onze desses estudos do tipo caso-controle
aninhados revisados por Cattaneo?! foram ambiguos, sendo que cinco dos estudos apoiam a associagdo ao risco e seis ndo Mais recentemente, os niveis de homocisteina
foram determinados em um estudo prospectivo de mulheres no periodo pés-menopausa que participaram do Women’s Health Study. Amostras de 122 mulheres, que
posteriormente desenvolveram eventos cardiovasculares, foram testadas para homocisteina e comparadas com um grupo de controle de 244 mulheres que foram pareadas
por idade e status de tabagismo. As mulheres do grupo de controle permaneceram livres da doenca durante o periodo de acompanhamento de trés anos. Os resultados
demonstraram que mulheres na pés-menopausa que desenvolveram eventos cardiovasculares apresentaram niveis basais de homocisteina significativamente mais elevados.
Aquelas com niveis no quartil mais alto tiveram um aumento de duas vezes no risco de qualquer evento cardiovascular. Foi demonstrado que niveis basais elevados de homocisteina
s&o0 um fator de risco independente.'? Além disso, os niveis de homocisteina foram determinados em homens e mulheres idosos em 1933 para a coorte do Framingham Heart
Study, e demonstraram que niveis elevados de homocisteina estéo independentemente associados ao aumento das taxas de mortalidade por todas as causas e por DCV.*3

Pacientes com doenca renal cronica apresentam morbidade e mortalidade excessivas devido a DCV aterosclerética. A concentracéo elevada de homocisteina € um
achado frequentemente observado no sangue desses pacientes. Embora esses pacientes apresentem caréncia de algumas das vitaminas envolvidas no metabolismo da
homocisteina, os niveis elevados de HCY se devem principalmente & remog&o deficiente de HCY do sangue pelos rins.1415

Medicamentos, como metotrexato, carbamazepina, fenitoina, éxido nitroso e triacetato de 6-azauridina interferem no metabolismo de HCY e podem elevar os niveis de
HCY.1®

PRINCIPIO DO ENSAIO

A homocisteina ligada ou dimerizada (forma oxidada) é reduzida para homocisteina livre que, em seguida, reage com a serina catalisada pela cistationina beta-sintase
(CBS) para formar cistationina. A cistationina, por sua vez, € decomposta pela cistationina beta-liase (CBL) para formar homocisteina, piruvato e aménia. O piruvato é convertido
pela lactato desidrogenase (LDH) em lactato, com nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADH) como coenzima. A taxa de conversdo de NADH em NAD* é diretamente
proporcional a concentracdo de homocisteina (D A340 nm).

Reducéo: homocisteina dimerizada, dissulfeto misto e formas de HCY ligadas a proteinas na amostra séo reduzidos para formar HCY livre pelo uso de tris [2-carboxietil]
fosfina (TCEP).

TCEP
oy ataing dimer —— omocistein i -
HCY-SS-HCY (homocisteina dimerizada) ;'.asm; (\twgadaa: [Cseia I
R1-SS-HCY (R1 = residuo de tiol) — HCY proeines u dimero)
Proteina-SS-HCY —
==

Conversao enzimatica: a HCY livre é convertida em cistationina pelo uso de cistationina beta-sintase e pelo
excesso de serina. A cistationina, em seguida, € decomposta em homocisteina, piruvato e aménia.

O piruvato é convertido em lactato por lactato desidrogenase com NADH como coenzima. {

A taxa de conversdo de NADH em NAD* (A A340 nm) é diretamente proporcional a concentragdo de homocisteina.




INFORMACOES ADICIONAIS

Como a Beckman Coulter néo fabrica o reagente nem realiza controle de qualidade ou outros testes em lotes individuais, a Beckman Coulter ndo pode ser responséavel pela
qualidade dos dados obtidos, que é determinada pelo desempenho do reagente, por qualquer variagao entre lotes de reagentes ou por alteragcdes no protocolo por parte do
fabricante.

SUPORTE TECNICO

e  Para obter suporte técnico, entre em contato com o representante local da Beckman Coulter.

e Para danos no transporte - notifique o Centro de suporte clinico da Beckman Coulter se este produto for recebido com danos.
e Para obter instrugdes de uso (incluindo tradugdes e parametros para evitar contaminagdo cruzada), acesse — www.homocysteine.org.uk/BCl

INFORMAGOES PARA O PROCESSAMENTO DAE ENCOMENDA E COMPONENTES DO KIT

Os seguintes cddigos podem ser usados para novas encomendas de materiais ao representante local da Beckman Coulter;

Codigo do produto Descrigao Composicéo Risco

NADH (0,47 mM), LDH (38 KUI/L),
Serina (0,76 mM), Trizma Base 1-10%,

REAG[1] - 1 x30mL Cloridrato de trizma 1-10%,
Liquido incolor e inodoro Azida sédica <1%.

Redutor (TCEP: 2,9 mM)
Pronto para usar

@€ @

B08176
CBS (0,748 KU/L) e CBL
(16,4 KU/L) de enzimas ciclicas
REAG|2|.1 x5 mL Azida sédica <1%.
Liquido amarelo pélido e inodoro Pronto para usar
CALOpM -1 x3,0mL, Branco de homocisteina
(tampa azul), liquido incolor e (0 pmoliL).
inodoro Pronto para usar
CAL 28 uM - 1 x 3,0 mL, Solucéo aquosa de homocisteina
(tampa vermelha), liquido incolore | (28 pmoliL).
inodoro Pronto para usar

Os calibradores sdo gravimetricamente preparados e rastreaveis segundo o material de referéncia padréo (Standard reference material, SRM) 1955 do National Institute of
Standards and Technology (NIST), confirmados por um procedimento de medig¢éo designado (HPLC). Os valores atribuidos sé@o impressos nos rétulos (0 umol/L e 28 umol/L).

Um kit de controle de homocisteina (c6digo do produto - B08177) contendo controles baixo, médio e alto também esta disponivel na Beckman Coulter para uso com o
reagente de homocisteina liquido estavel (LS) de duas partes.

ARMAZENAMENTO E ENVIO DE REAGENTES

+8°C

1. +2°C Armazene os componentes do kit entre 2 e 8 °C e use até o prazo de validade indicado nos rétulos. Nao utilize reagentes expirados.

2. Notifiqgue o Centro de suporte técnico da Beckman Coulter se este produto for recebido com danos.

3. Os reagentes podem ser usados em diversas ocasides até o prazo de validade indicado nos rétulos. Os reagentes devem ser armazenados entre 2 e 8 °C entre usos.
4. N&o misture nimeros de lote de kits de reagentes diferentes.

5. NAO CONGELE OS REAGENTES.

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

7. Evite a contaminagéao dos reagentes. Utilize uma nova ponta de pipeta descartavel para cada manipulagéo de reagente ou amostra.

8. Armazenamento integrado de instrumentos. Os reagentes podem ser armazenados por 30 dias integrados em todas as plataformas AU (AU400, AU480, AU680, AU5800, DxC
500 AU e DxC 700 AU).

9. Os reagentes devem ser isentos de material particulado. Eles devem ser descartados se ficarem turvos.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

1. Instrumento de programa usando protocolos de instrumento apropriados.

2. Carregue reagentes e amostras no instrumento, conforme as instrugées.

3. Realize o ensaio.


http://www.homocysteine.org.uk/BCI
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AVISOS E PRECAUCOES

Somente para uso em diagndstico in vitro.

Siga rigorosamente as instrugdes deste folheto, especialmente quanto as condicdes de manuseio e armazenamento.

Os Reagentes 1 e 2 contém azida sédica, que pode reagir com tubulagéo de chumbo ou cobre e formar compostos de azida de metal altamente explosivos. Ao
eliminar, lave com grandes quantidades de agua para evitar a acumulagéo de azida.

As fichas de dados de seguranca do material de todos os componentes perigosos contidos neste kit estdo disponiveis mediante solicitacdo ao fabricante do
produto, Axis-Shield Diagnostics Ltd.

Cuidado: para produtos aplicaveis nos EUA, a lei federal restringe a venda deste dispositivo a médicos ou mediante prescricdo médica.

Identificador | Nome REAG 1
do produto: | comercial
FHRW110 Substancia AZIDA DE SODIO (EINECS: 247-852-1, CAS: 26628-22-8)
perigosa ETANOL (CAS: 64-17-5)

Classificagéo Lig. inflam. 3 H226 Vapor e liquido inflamavel

Pictograma de risco

Palavra-sinal AVISO

Declaracéo de risco EUHO032: Em contato com &cidos libera gases muito toxicos.
H226 Vapor e liguido inflamavel.

Declarac6es de precaugao

Prevencao P210 Mantenha longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras
fontes de ignicdo. Ndo fumar.

P233 Mantenha o recipiente bem fechado.

P240 Aterre e ligue o contéiner e o equipamento receptor.

P241 Utilize equipamento [elétrico/de ventilagédo/de iluminagéo] a prova de exploséo.
P242 Utilize ferramentas que ndo produzam faiscas.

P243 Tome medidas para evitar descargas estaticas.

P273 Evite soltar no ambiente.

P280 Use luvas de protecéo/vestuario de protecéo/protecdo ocular.

P403+P235 Guarde em um lugar bem ventilado. Mantenha o produto em local fresco.
Resposta P303+P361+P353 SE NA PELE (ou cabelo): Retire imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxague a pele com agua [ou tome banho de chuveiro]

P370+P378 Em caso de incéndio: Use CO2, p6 ou spray de dgua para extinguir.
Descarte P501 Este material e seu recipiente devem ser descartados de forma segura.

Identificador | Nome REAG 2
do produto: | comercial
FHRW130 Substancia AZIDA DE SODIO (EINECS: 247-852-1, CAS: 26628-22-8)

perigosa
Classificacao N&o classificado
Pictograma de risco Nenhum
Palavra-sinal Nenhum
Declaragé&o de risco EUH032: Em contato com &cidos libera gases muito toxicos.

Declaragdes de precaugéo

Prevencao Nenhum
Resposta Nenhum
Descarte Nenhum

MANUSEIO E COLETA DE AMOSTRA

Soro (coletado em tubos de soro ou em tubos separadores de soro) e plasma (coletado em tubos de heparina de litio ou de potassio com EDTA) podem ser
usados para a medicéo de homocisteina.

No entanto, ndo é recomendavel usar resultados de pacientes individuais de soro, plasma heparinizado e plasma EDTA de forma intercambiavel.?® Além disso,
foram relatadas diferencas de matriz entre tubos de soro, tubos separadores de soro e tubos de plasma.®

Para minimizar os aumentos na concentragdo de homocisteina provenientes da sintese pelos glébulos vermelhos, processe as amostras da seguinte forma:

- Coloque todas as amostras (soro e plasma) em gelo apds a coleta e antes do processamento. O soro pode coagular mais lentamente e o volume pode ser reduzido.'®
- Todas as amostras podem ser mantidas em gelo por até 6 horas antes da separagao por centrifugagdo.®

- Separe os glébulos vermelhos do soro ou plasma por centrifugacéo e transfira para um copo de amostra ou outro recipiente limpo.

Observag&o: as amostras n&o colocadas em gelo imediatamente podem apresentar um aumento de 10 a 20% na concentragdo de homocisteina.'’

Se o ensaio for realizado até 2 semanas apds a coleta, a amostra devera ser armazenada entre 2 e 8 °C. Se os testes forem atrasados em mais de duas
semanas, a amostra devera ser armazenada congelada a -20 °C ou menos. Foi demonstrado que as amostras ficaram estaveis a -20 °C durante 8 meses.'6:18

E responsabilidade do operador verificar se o(s) tipo(s) de amostra correto(s) é(sdo) usado(s) no ensaio com reagente de homocisteina liquido estavel (LS) de
duas partes.

Inspecione todas as amostras (espécimes, calibradores e controles) quanto a presencga de bolhas. Remova as bolhas antes da analise.

As amostras que contém matéria particulada (fibrina, glébulos vermelhos ou outras matérias) e as amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas com
o0 ensaio. Os resultados obtidos dessas amostras podem ser imprecisos.

Misture as amostras por completo ap6s o descongelamento por agitagdo em vortice de baixa velocidade ou por inversao suave para garantir a consisténcia dos
resultados. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos. As amostras que apresentam matéria particulada, eritrocitos ou turbidez devem ser
centrifugadas antes dos testes.
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RESULTADOS

Os resultados séo relatados em pmol/L. As amostras >44 pmol/L devem ter diluicdo de 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. Certifique-se de que os resultados sejam multiplicados pelo fator de dilui¢&o correto.

VALORES ESPERADOS

Intervalo de referéncia: O intervalo de referéncia deve ser determinado por cada laboratério para confirmar as caracteristicas da populagéo testada. Como ponto de
referéncia, os dados a seguir podem ser usados até que o laboratério tenha analisado um ndmero suficiente de amostras para determinar seu proprio intervalo de referéncia.
As concentragdes de HCY no plasma ou soro de individuos saudaveis variam com a idade, sexo, areas geogréficas e fatores genéticos. A literatura cientifica relata valores de
referéncia para homens e mulheres adultas entre 5 e 15 pmol/L, sendo que os homens apresentam valores mais elevados do que as mulheres, e as mulheres na pés-menopausa
apresentam valores de homocisteina mais elevados do que as mulheres na pré-menopausa.'®%2° Os valores de HCY normalmente aumentam com a idade, fornecendo um
intervalo de referéncia entre uma populag&o idosa (>60 anos) de 5 a 20 pmol/L.?* Em paises com programas de fortificagdo de acido folico, podem ser observados niveis
reduzidos de HCY.?223

Intervalo mensuravel: O intervalo mensuravel do ensaio com reagente de homocisteina liquido estavel (LS) de duas partes é de 2 a 44 umol/L.

LIMITACOES DE USO

Ll

Uso em diagnéstico In vitro. Apenas para uso profissional.

2. O intervalo linear do ensaio com reagente de homacisteina liquido estavel (LS) de duas partes, quando executado conforme indicado, é de 2 a 44 pmol/L para as
plataformas AU. As amostras >44 pmol/L devem ter diluicdo de 1 parte de amostra para 2 partes de Cal 0 pmol/L ou 1 parte de amostra para 9 partes de Cal O pmol/L,
conforme apropriado.

Os reagentes devem estar claros. Descarte se estiverem turvos.

4, A cistationina é medida com a homacisteina, mas, na populagéo geral, o nivel de cistationina (0,065 a 0,3 pmol/L) tem um efeito insignificante. Em casos muito raros,
doenca renal em estagio terminal e pacientes com doencas metabdlicas graves, os niveis de cistationina podem aumentar drasticamente e, em casos graves,
causar interferéncia superior a 20%.24%

Carbamazepina, metotrexato, fenitoina, 6xido nitroso ou triacetato de 6-azauridina podem afetar a concentragdo de homocisteina.

6. Observagdo: Amostras de pacientes que estdo em terapia medicamentosa usando S-Adenosil-L-Metionina podem mostrar niveis falsamente elevados de homacisteina.
Pacientes que tomam metotrexato, carbamazepina, fenitoina, 6xido nitroso, anticonvulsivantes ou triacetato de 6-azauridina podem apresentar niveis elevados de
homacisteina devido ao seu efeito na via.
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7. As amostras que contém matéria particulada (fibrina, glébulos vermelhos ou outras matérias) e as amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas com o ensaio.
Os resultados obtidos dessas amostras podem ser imprecisos.
8. Limitacdes: a hidroxilamina, presente em varios reagentes de ferro, pode sofrer carryover (por sonda/misturadores de reagente ou cubeta de reacdo) e causar resultados

falsamente baixos. Os procedimentos de enxague de rotina néo sdo adequados para eliminar esse problema na maioria dos casos (incluindo o reagente UIBC da Beckman
Coulters (nimero da pega OSR1205), que contém hidroxilamina). Consulte o protocolo de prevengdo de contaminacéo da Axis Shield para a prevencao de carryover em
sistemas AU.
Certifique-se de que os parametros apropriados para a prevenc¢éo de contaminagdo tenham sido implementados. Os parametros especificos para a prevencgéo de
contaminag&o do analisador estéo disponiveis no Suporte ao cliente da Axis-Shield.

9. Vapor de etanol pode ser liberado do reagente de REAG[1/homocisteina quando presente no carrossel de reagentes dos analisadores da série BECKMAN
COULTER AU. Evite o uso de reagentes de etanol em associa¢do com homocisteina para evitar possivel contaminagdo por meios atmosféricos.

10. N&o testado para uso em pacientes pediatricos.

DADOS DE DESEMPENHO

COM BASE EM MEDICOES GERADAS NAS PLATAFORMAS BECKMAN COULTER AU -
AU400, AU480, AU680, AU5800, DxC 500* E DxC 700 AU

Exatidao

Um estudo de correlacéo foi realizado com amostras de plasma de adultos aparentemente saudaveis. Todas as amostras foram analisadas usando oreagente de homocisteina
de duas partes liquido estavel (LS) de acordo com o documento CLSI [Clinical and Laboratory Standards Institute] (anteriormente NCCLS [National Committee for Clinical
Laboratory Standards]) EP9-A227 ou 0 documento CLSI EP9-A33!, Todos os resultados sdo descritos usando um intervalo de confianga de 95%. Os intervalos e os dados das
amostras forneceram:

Comparacéo entre| Comparagao Comparacgao c = c = c =
. = Beckman Coulter | entre Beckman | entre Beckman omparagao entre omparagao entre omparagao entre
Método de comparacéo AU400 e liquido | Coulter AU480 e | Coulter AUBBO e Beckman Coulter | Beckman Coulter DxC| Beckman Coulter DxC
estavel Catch AU400 AU400 AU5800 e AU400 500 e AU480 700 AU e AU400
Documento CLSI usado EP9-A2 EP9-A2 EP9-A2 EP9-A2 EP9-A3 EP9-A2
Numero de amostras 94 99 98 99 105 94
Inclinagdo da linha de 0,99 0,97 0,97 0,98 0,98 0,99
regressao
Intersegdo com o eixo Y 0,17 -0,68 -0,22 -0,75 0,40 0,67
Coeficiente de 1,00 1,00 1,00 1,00 0,98 1,00
correlacéo
Intervalo da amostra 6,5-49,0 85-451 85-451 85-451 31-413 5,8-459

*O desempenho do sistema Beckman Coulter DxC 500 (DxC 500 AU e DxC500i) foi estabelecido na plataforma DxC 500 AU, onde indicado, como dados representativos.




Precisao

Foram realizados estudos sobre as plataformas AU (AU400, AU480, AU680, AU5800, DxC 500 e DxC 700 AU) com orientagdo do documento CLSI (anteriormente NCCLS)
EP5 -A228 ou documento CLSI EP5-A3%2, Para cada instrumento, trés controles de HCY e trés amostras de plasma humano foram analisados usando dois lotes de reagentes,
em réplicas de dois, em dois momentos separados por dia, durante um minimo de cinco dias. Os resultados estédo resumidos abaixo:

Beckman Coulter AU400

N Dentro da série Entre execugdes Total
Amostra n Lote de Média DP %CV DP %CV DP %CV
reagente
Baixo 80 1 6,28 0,17 26 0,11 17 0,28 44
controle [ 80 2 6,20 0,13 2.1 0,11 17 0,26 21
Controle | 80 1 12,33 0,18 15 0,15 12 0,37 30
médio 80 2 12,24 0,16 13 0,16 13 0,39 32
Alto 80 1 25,53 0,38 15 0,35 14 0,65 25
controle [ 80 2 25,26 0,41 16 0,00 0,0 073 29
80 1 6,97 0,13 19 0,00 0,0 0,23 33
AmostraP1 =g, 2 6,97 0,15 22 0,00 0,0 0,31 44
80 1 35,96 0,46 13 0,40 11 0,89 25
Amostra P2 =5 2 35,53 0,40 11 0,23 0,7 0,82 23
80 1 48,31 0,53 11 0,42 0,9 0,97 2,0
Amostra P3 =5 2 47,66 0,47 10 0,38 08 1,07 22
Beckman Coulter AU480
L Dentro da série Entre execucbes Total
Amostra| n Lote de Média DP eV DP %OV DP eV
reagente
Baixo 20 1 6,73 0,07 11 0,17 26 0.21 31
controle [ 20 2 6,51 0,17 25 0,11 17 0,22 34
Controle 20 1 12,74 0,18 14 0,13 l,O 0,24 1,9
médio 20 2 12,43 0,22 18 0,17 13 0,30 24
Alto 20 1 26,13 0,24 0,9 0,11 04 0,46 18
controle | 20 2 25,66 0,17 0,7 0,12 05 0,47 18
20 1 10,54 0,33 31 0,00 0,0 0,37 35
Amostra P1 =g 2 11,00 0,71 65 0,00 00 0,02 84
20 1 28,71 0,24 0,9 0,18 06 0,58 2,0
Amostra P2 =g 2 28,20 0,18 06 012 04 0,60 2.1
20 1 37,63 0,32 0,9 0,18 05 0,97 26
Amostra P3 1—5g 2 36,98 021 06 0,18 05 0,01 25
Beckman Coulter AU680
Amostra n Lote de Média Dentro da série Entre execucdes Total
oP %CV DP %CV DP %CV
reagente
Baixo 20 1 6,96 0,16 24 0,00 0,0 0,16 24
controle 20 2 6,79 0,16 23 0,02 0,3 0,21 31
Controle 20 1 13,03 0,12 1,0 0,15 1,2 0,20 15
médio 20 2 12,76 0,20 16 0,05 0.4 0,22 17
Alto 20 1 26,38 0,23 0,9 0,28 10 0,41 16
controle 20 2 26,19 0,31 1,2 0,24 0,9 0,40 15
20 1 10,76 0,30 28 0,00 0,0 0,32 30
AmostraP1 1—5q 2 10,65 032 30 0,00 0.0 0,39 36
20 1 28,90 0,34 12 0,15 05 048 16
Amostra P2 =g 2 28,67 0,42 15 0,06 0,2 0,73 25
20 1 37,78 0,28 0,7 0,16 0.4 0,51 14
Amostra P3 15g 2 37,90 0,28 07 0,11 03 0,67 18
Beckman Coulter AU5800
Amostra N Lote de Média Dentro da série Entre execucdes Total
oP %CV DP %CV DP %CV
reagente
Baixo 20 1 6,49 0,24 36 0,00 0,0 0,30 47
controle | 20 2 6,70 0,13 22 0,07 11 0,16 27
Controle | 20 1 12,52 0,23 18 0,00 0,0 0,23 18
médio 20 2 12,57 0,17 14 0,19 15 0,26 21
Alto 20 1 25,87 0,26 10 0,32 12 0,41 16
controle 20 2 25,69 0,30 1,2 0,16 0,6 0,34 1,3
20 1 10,53 0,16 15 0,00 0,0 0,35 33
AmostraP1 =g 2 10,53 0,27 26 0,00 0,0 0,34 32
20 1 28,58 0,22 08 0,24 08 0,52 18
Amostra P2 =g 2 28,42 0,29 10 0,07 03 0,49 17
20 1 37,67 0,35 0,9 0,27 0,7 0,79 21
AmostraP3 =g 2 37,55 0,29 08 0,26 0,7 0,55 15




Beckman Coulter DxC 500

L Dentro da série Entre execucgdes Total
Amostra| n Lote de Média DP YCV DP %CV OP CV
reagente

Baixo 80 1 5,83 0,14 2,3% 0,29 5,0% 0,29 4,9%
controle 80 2 6,46 0,15 2,3% 0,38 5,9% 0,38 5,8%
Controle 80 1 11,60 0,14 1,2% 0,54 4.7% 0,53 4,6%
médio 80 2 11,92 0,21 1,7% 0,51 4,2% 0,48 4,1%
Alto 80 1 23,59 0,24 1,0% 0,63 2,7% 0,62 2,6%
controle 80 2 24,24 0,24 1,0% 0,75 3,1% 0,74 3,0%
80 1 9,63 0,36 3,7% 0,49 51% 0,44 4,5%

Amostra P1 I=g5 2 9,39 0.18 2,0% 0,46 4.9% 045 4.8%
80 1 30,01 0,63 2,1% 1,01 3,3% 0,94 3,1%

Amostra P2 [=g5 2 28,09 0.28 1.0% 0,87 3,1% 0,86 3.1%
80 1 40,53 1,14 2,8% 1,61 4,0% 1,44 3,6%

Amostra P3 g5 2 37.18 033 0,9% 113 3.0% 111 3.0%

Beckman Coulter DxC 700 AU
Amostra|l n Lote de Média - Dentro da Se”%A)CV Engs execugo;;scv 55 Total -
reagente

Baixo 80 1 577 0,1 1,7 0,0 0,0 03 51
controle 80 2 5,83 0,1 21 0,1 1,6 0,3 4.8
Controle 80 1 11,72 0,1 11 0,0 0,0 0.4 3,0
médio 80 2 11,72 0,2 14 0,0 0,0 0,4 3,6
Alto 80 1 23,34 02 09 0,0 0,0 06 24
controle 80 2 23,45 0,2 0,8 0,1 0,5 0,6 2,7
80 1 10,54 0,2 2,2 0,2 1,7 0,4 39

Amostra P1 g5 2 10,63 02 22 0.2 22 04 41
80 1 29,16 0,5 15 0,2 0,6 0,7 25

Amostra P2 80 > 29,12 0,5 1,6 03 11 0,8 2,8
80 1 38,20 0,5 1,2 0,2 0,6 0,9 2,2

AmostraP3 g5 2 38,16 06 15 00 00 10 26

Linearidade de diluicdo

A linearidade de diluigo do ensaio com reagente de homocisteina liquido estavel (LS) de duas partes nas plataformas Beckman AU fornece uma recuperagao percentual de
100 + 10% para todas as amostras no intervalo do ensaio. Amostras >44 pmol/L apresentam recuperacéo média de 100% + 11% de todos os resultados esperados quando
diluidas no intervalo do ensaio.

Limite de deteccéao

O limite de detecgdo (LOD) de cada sistema foi determinado de acordo com o documento CLSI (anteriormente NCCLS) EP17-A? ou EP17-A2% Os valores de LOD (umol/L)
estéo tabelados abaixo:

Beckman Coulter

Beckman Coulter
AU400

Beckman Coulter
AU480

Beckman Coulter
AUB80

Beckman Coulter
AU5800

Beckman Coulter
DxC 500?

DxC 700 AU

0,33

0,39

0,54

0,59

0,89

1,04

#Documento CLSI EP17-A2

Especificidade analitica

A especificidade analitica so foi avaliada no Beckman Coulter AU400 com base nas orientagdes do documento CLSI EP7-A2% para as substancias interferentes indicadas na
tabela abaixo:

A Substancia
_Substanma interferente . % d? .
interferente Concentrac&o interferéncia
Bilirrubina 20 mg/dL <+10
Hemoglobina 500 mg/dL <+10
Hemécias 0,4% <+10
Triglicerideos 500 mg/dL <+10
Glutationa 1000 pmol/L <+10
Metionina 800 pmol/L <+10
L-cisteina 200 pmol/L <+10
Piruvato 1250 pmol/L <+10

Nenhuma dessas substancias interferiu significativamente no ensaio.

Amostras com niveis elevados de proteina apresentam diferen¢a >10% em comparag¢éo com resultados obtidos de amostras normais e devem ser evitadas.
Consulte a Referéncia 16 na se¢éo de referéncias deste folheto informativo para conhecer possiveis interferéncias causadas por medicamentos, doengas ou variaveis pré-
analiticas.

Carryover de amostras

Estudos de carryover de amostras em todas as plataformas AU testadas mostram que o carryover € inferior ao limite de deteccéo do ensaio.

Estabilidade do reagente integrado

Os reagentes sao estaveis durante 30 dias em todas as plataformas AU.



Estabilidade da calibracéo

A curva de calibragao é estavel por até 30 dias, conforme verificado na plataforma Beckman Coulter AU400, e por até 14 dias, conforme verificado nas plataformas Beckman
Coulter AU5800, DxC 500 e DxC 700 AU.

Tipos de amostra

Os tubos de coleta de amostra verificados para uso séo tubos de plasma com EDTA e heparina de litio, tubos de soro e tubos separadores de soro. Outros tubos de coleta
de amostra n&o foram testados.

Soro (coletado em tubos de soro ou em tubos separadores de soro) e plasma (coletado em tubos de heparina de litio ou de potassio com EDTA) podem ser usados para
a medicdo da homocisteina. E responsabilidade do operador verificar se os tubos corretos sdo usados. No entanto, ndo é recomendavel usar resultados de pacientes
individuais de soro, plasma heparinizado e plasma EDTA de forma intercambiavel.?® Além disso, foram relatadas diferengas de matriz entre tubos de soro, tubos separadores
de soro e tubos de plasma.®

PROTOCOLOS DE ENSAIO DA PLATAFORMA AU - AU400, AU480, AU680, AU5800, DxC 500 e DxC 700 AU

Certifique-se de que os parametros do ensaio correspondam exatamente aos indicados abaixo.

AU400 — PARAMETROS DO PROCEDIMENTO

N.° do teste [*] Nome [HCY] Tipo [Soro]
Volume da amostra: [16,5] uL Volume de diluente: | [0,0] uL
Fator de pré-dilui¢do: [1]
Volume do reagente 1: [250] pL Volume de diluente: | [0,0] uL
Volume do reagente 2: 25] uL Volume de diluente: | [0,0] uL
Comprimento de onda Prim.:| [340] nm
Comprimento de onda 380] nm
Secund.:
Método de reacao: RATE1
Inclinacéo da reacéo [
Ponto 1 Primeiro [15]
Ultimo [27]
Ponto 2 Primeiro []
Ultimo []
Linearidade [100]%
Sem atraso [Né&o]
Min. OD Méax. OD
L[-2,0] H [2,5]
Limite de OD do reagente Primeiro L [] Primeiro H []
Ultimo L [] Ultimo H []
Intervalo dinamico: L [2,0] H [44,0]
Fator de correlagao: A[1,0] B [0,0]
Periodo de estabilidade integrada: [30]
Dados especificos de
calibracdo:
Ponto OD Conc.
1[* 0,0
2 * *k
Tipo de calibracéo: AA
Formula: [ [Y=AX+B]

*Definido pelo usuario  **Insira os valores nos frascos do calibrador

AU480/AU680 — PARAMETROS DO PROCEDIMENTO

N.° do teste [*] Nome [HCY] Tipo [Soro]
Volume da amostra: [10] pL Volume de diluente: | [0,0] L
Fator de pré-dilui¢do: [1]
Volume do reagente 1: 155] uL Volume de diluente: [0,0] uL
Volume do reagente 2: 16] uL Volume de diluente: | [0,0] uL
Comprimento de onda Prim.: | [340] nm
Comprimento de onda 380] nm
Secund.:
Método de reacao: RATE1
Inclinacéo da reacéo [
Ponto 1 Primeiro [15]
Ultimo [27]
Ponto 2 Primeiro []
Ultimo []
Linearidade [25]%
Sem atraso [Sim]
Min. OD Max. OD
] HT-1
Limite de OD do reagente Primeiro L [-2,0] | Primeiro H [2,5]
Ultimo L [-2,0] Ultimo H [2,5]
Intervalo dinamico: L [2,0] H [44,0]
Fator de correlagéo: A[1,0] B [0,0]
Periodo de estabilidade integrada: [30]
Verificagao da influéncia LIH [N&o]
Dados especificos de
calibracédo:
Ponto OD Conc.
1[* 0,0
2 * *%
Tipo de calibracéo: AA
Férmula: [Y=AX+B]
Estabilidade ?gggggtge Calibracdo [14] dias
[30] dias

*Definido pelo usuario **Insira os valores nos frascos do calibrador
7



AU5800 - PARAMETROS DO PROCEDIMENTO

N.° do teste [¥] Nome [HCY] Tipo [Soro]

Volume da amostra: 7,5] uL Volume de diluente:| [0,0] uL

Fator de pré-diluicao: 1]

Volume do reagente 1: 115] L Volume de diluente:| [0,0] uL

Volume do reagente 2: [12] uL Volume de diluente:| [0,0] uL

Comprimento de onda [340] nm

Prim.:

Comprimento de onda [380] nm

Secund.:

Método de reacédo: RATE1

Inclinagé@o da reagao [

Ponto 1 Primeiro [15]
Ultimo [27]

Ponto 2 Primeiro []
Ultimo []

Linearidade [25]%

Sem atraso [Sim]

Min. OD Méax. OD

L[] H]

Limite de OD do reagente| Primeiro L [-2,0] | Primeiro H [2,5]
Ultimo L [-2,0] Ultimo H [2,5]

Intervalo dindmico: L [2,0] H [44,0]

Fator de correlagao: A[1,0] B [0,0]

Periodo de estabilidade integrada: [30]

I\_llﬂificagéo da influéncia [Néo]

Dados especificos de

calibracéo:
Ponto oD Conc.
1[*] [l [0,0]
2[*] ] [*]
Tipo de calibragdo: [AA]
Férmula: [Y=AX+B]

Estabilidade g:gggtge Calibragéo [14] dias
[30] dias

*Definido pelo usuario **Insira os valores nos frascos do calibrador
DxC 500 - PARAMETROS DO PROCEDIMENTO

N.° do teste [*] Nome [HCY] Tipo [Soro]

Volume da amostra: 10] pL Volume de diluente:| [0,0] uL

Fator de pré-diluicao: 1]

Volume do reagente 1: 155] uL Volume de diluente:| [0,0] pL

Volume do reagente 2: [16] uL Volume de diluente:| [0,0] uL

Comprimento de onda [340] nm

Prim.:

Comprimento de onda [380] nm

Secund.:

Método de reacéo: RATE1

Inclinacdo da reagdo [

Ponto 1 Primeiro [15]
Ultimo [27]

Ponto 2 Primeiro []
Ultimo []

Linearidade [25]%

Sem atraso [Sim]

Min. OD Méax. OD

L [-2,0] H[2,5]

Limite de OD do reagente| Primeiro L [-2,0] | Primeiro H [2,5]
Ultimo L [-2,0] Ultimo H [2,5]

Intervalo dinamico: L [2,0] H [44,0]

Fator de correlago: A[1,0] B [0,0]

Periodo de estabilidade integrada: [30]

\L/&rificagéo da influéncia [Néo]

Dados especificos de

calibracéo:
Ponto OD Conc.
10*] [l [0,0]
2[*] [1 [28]
Tipo de calibragéo: [AA]
Formula: [Y=AX+B]

Estabilidade g:gggtge Calibragéo [14] dias
[30] dias

Valores definidos para trabalhar em pmol *Definido pelo usuério




DxC 700 AU - PARAMETROS DO PROCEDIMENTO DO ENSAIO

Nome do teste.

Nome [HCY1G]

ID do reagente [225]

Volume da amostra: [10] pL Diluente [0,0] pL
Fator de pré-diluigdo: [1]
Volume do reagente 1 (R1): | [155] uL Diluente [0,0] uL
Volume do reagente 2 (R2): | [16] uL Diluente [0,0] uL
Comprimento de onda Prim.: | [340] nm
Comprimento de onda [380] nm
Secund.:
Método de reagao: RATE1
Inclinacdo da reacéo [
Ponto de medigao -1 1.°[15] Ultimo [27]
Ponto de medigéo -2 1°0] Ultimo [ ]
Linearidade [25]%
Verificagdo do tempo de [Sim]
atraso
Min. OD [-2,0] Méax. OD [3,0]
Limite de OD do reagente 1°C[-2,0] C[2,5]

Ultimo L [-2,0] C[2,5]
Intervalo de medicéo C*[2,0] C* [44,0]
analitica
Fator de correlacéo: A[1] B [0]
Periodo de estabilidade integrada: [30]
I\_/Itarificagéo da influéncia de [N&o]
Valor/Sinalizador [Valor]
Baixo -9999999] Alto [9999999]
Limites criticos Baixo [-9999999]| Alto [9999999] Unidade [pmol/L]
Casas decimais 1]
Nome do teste: HCY1G] [HCY1G] [Soro]
Tipo de calibracao AA] Férmula [Y=AX+B]
Contagens 2]
Ponto -1 [Cal0] Concentragao [0]| Baixo [9999999] | Alto [9999999]
Ponto -1 [Cal28] [CZ%Tcentragéo Baixo [9999999] | Alto [9999999]
Verificagdo da | [Nenhuma]| Operagao de calibragéo avancada [N&o]
inclinacao
Branco de reagente de [30] dias [O] hora
estabilidade

* Valores definidos para trabalhar em pmol




REFERENCIAS

E

o o

18.

19.
20.

21.

22.

23.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

McCully KS. Vascular Pathology of Homocysteinemia: Implications for the Pathogenesis of Arteriosclerosis. Am J Pathol 1969;56:111-122

Malinow MR. Plasma Homocyst(e)ine and Arterial Occlusive Diseases: A Mini-Review. Clin Chem 1995;41:173-176

Ueland PM. Homocysteine Species as Components of Plasma Redox Thiol Status. Clin Chem 1995;41:340-342

Perry 13, Refsum H, Morris RW, et al. Prospective Study of Serum Total Homocysteine Concentration and Risk of Stroke in Middle-aged British Men. The Lancet
1995;346:1395-1398

Finkelstein JD. Methionine Metabolism in Mammals. J Nutr Biochem 1990;1:228-237

Mudd SH, Levy HL, Skovby F. Disorders of Transsulfuration. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, et al., eds The Metabolic and Molecular Basis of Inherited
Disease. New York: McGraw-Hill, 1995;1279-1327

Clarke R, Daly L, Robinson K, et al. Hyperhomocysteinemia: An Independent Risk Factor for Vascular Disease. N Engl J Med 1991;324:1149-1155

Deloughery TG, Evans A, Sadeghi A, et al. Common Mutation in Methylenetetrahydrofolate Reductase. Circulation 1996;94:3074-3078

Schmitz C, Lindpaintner K, Verhoef P, et al. Genetic Polymorphism of Methyenetetrahydrofolate Reductase and Myocardial Infarction. Circulation 1996;94:1812-
1814

Boushey CJ, Beresford SAA, Omenn GS, et al. A Quantitative Assessment of Plasma Homocysteine as a Risk Factor for Vascular Disease. JAMA 1995;274:1049-
1057

Cattaneo M. Hyperhomocysteinemia, Artherosclerosis and Thrombosis. Thromb Haemost 1999;81:165-176

Ridker PM, Manson JE, Buring JE, et al. Homocysteine and Risk of Cardiovascular Disease Among Postmenopausal Women. JAMA 1999;281:1817-1821

Bostom AG, Silbershatz H, Rosenberg IH, et al. Nonfasting Plasma Total Homocysteine Levels and All-Cause and Cardiovascular Disease Mortality in Elderly
Framingham Men and Women. Arch Intern Med 1999;159:1077-1080

Guttormsen AB, Svarstad E, Ueland PM, et al. Elimination of Homocysteine from Plasma in Subjects with Endstage Renal Failure. Irish J Med Sci 1995;164 (Suppl.
15):8-9

Bostom AG, Lathrop L. Hyperhomocysteinemia in End-stage Renal Disease: Prevalence, Etiology, and Potential Relationship to Arteriosclerotic Outcomes. Kidney
Int 1997;52:10-20

Ueland PM, Refsum H, Stabler SP, et al. Total Homocysteine in Plasma or Serum: Methods and Clinical Applications. Clin Chem 1993;39:1764-1779

Ueland PM, Refsum H. Plasma Homocysteine, A Risk Factor for Vascular Disease: Plasma Levels in Health, Disease, and Drug Therapy. J Lab Clin Med
1989;114:473-501

Fiskerstrand T, Refsum H, Kvalheim G, et al. Homocysteine and Other Thiols in Plasma and Urine: Automated Determination and Sample Stability. Clin Chem
1993;39:263-271

Nehler MR, Taylor LM Jr, Porter JM. Homocysteinemia as a Risk Factor for Atherosclerosis: A Review. Cardiovascular Pathol 1997;6:1-9

Lussier-Cacan S, Xhignesse M, Piolot A, et al. Plasma Total Homocysteine in Healthy Subjects: Sex-Specific Relation with Biological Traits. Am J Clin Nutr
1996;64:587-593

Clarke R, Woodhouse P, Ulvik A, et al. Variability and Determinants of Total Homocysteine Concentrations in Plasma in an Elderly Population. Clin Chem
1998;44:102-107

Jacques PF, Selhub J, Bostom AG, et al. The Effect of Folic Acid Fortification on Plasma Folate and Total Homocysteine Concentrations. N Engl J Med
1999;340:1449-1454

Lawrence JM, Petitti DB, Watkins M and Umekubo MA. Trends in Serum Folate after Food Fortification. The Lancet 1999;354:915-916

Herrmann W, Schorr H, Obeid R, et al. Disturbed Homocysteine and Methionine Cycle Intermediates S-adenosylhomocysteine and S-adenosylmethionine are
Related to Degree of Renal Insufficiency in Type 2 Diabetes. Clin Chem 2005:51;1-7

Obeid R, Kuhimann MK, Kohler H, et al. Response of Homocysteine, Cystathionine, and Methylmalonic Acid to Vitamin Treatment in Dialysis Patients. Clin Chem
2005;51:196-201

Refsum H, Smith AD, Ueland PM, et al. Facts and recommendations about total homocysteine determinations: an expert opinion. Clin Chem 2004;50(1):3-32
National Committee for Clinical Laboratory Standards. Method Comparison and Bias Estimation using Patient Samples; Approved Guideline-Second Edition.
NCCLS document EP9-A2. Wayne, PA: NCCLS, 2002

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods; Approved Guideline—Second
Edition. NCCLS Document EP5-A2, Wayne, PA: NCCLS, 2004

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Protocols for the Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation; Approved Guideline.

NCCLS Document EP17-A. Wayne, PA: NCCLS, 2004.

Clinical Laboratory Standards Institute. Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline—-Second Edition. CLSI Document EP7-A2. Wayne, PA: CLSI,

2005.

Clinical Laboratory Standards Institute. Measurement Procedure Comparison And Bias Estimation Using Patient Samples; Approved Guideline—Third Edition. CLSI Document
EP9-A3. Wayne, PA: CLSI, 2013.

Clinical Laboratory Standards Institute. Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Methods; Approved Guideline—Third Edition. CLSI Document EP5- A3, Wayne,
PA: CLSI, 2014

Clinical Laboratory Standards Institute. Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures; Approved Guideline - 2nd Edition. CLSI Document
EP17-A2, Wayne, PA: CLSI, 2012

AVISO DE INCIDENTE GRAVE/EVENTO ADVERSO

Entre em contato com a Axis-Shield Diagnostics Ltd, com o representante autorizado da CE e com a autoridade competente do estado-membro em que o incidente ocorreu.
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