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COLESTEROL HDL-PP
FUNDAMENTO
Os quilomicrons, as lipoproteínas de muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) são quantitativamente precipitadas com fosfotungstato e íons magnésio.

Após centrifugação, o sobrenadante contém as lipoproteínas de elevada densidade (HDL), cujo colesterol é quantificado fotometricamente mediante as reações acopladas descritas abaixo.

A absorbância do complexo formado (vermelho), medida em 500 nm, é diretamente proporcional á concentração de colesterol HDL da amostra.
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APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem do Colesterol HDL no sangue, juntamente com a de triglicérides e de colesterol total, é empregada principalmente na avaliação de risco de doença arterial coronariana.  

AMOSTRA

Preparo do Paciente

A amostra de sangue deve ser colhida após jejum de 12 horas para evitar a interferência da lipemia pós-prandial que geralmente está presente em amostras obtidas sem jejum.
Amostras utilizadas

Soro ou plasma (heparina, EDTA).
Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 7 dias a 2-8 ºC.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise  

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não utilizar amostras fortemente hemolisadas.
Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

COLESTEROL HDL PP

CAT. 413

MS 80022230068

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8°C

1- Padrão – Contém colesterol 0,52 mmol/L e azida sódica 14,6 mmol/L
Armazenar bem vedado para evitar evaporação.

A concentração equivalente (40 mg/dL) do Padrão está indicada no rótulo do frasco.
2-Precipitante - Contém ácido fosfotungstato 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Reagente Não Fornecido

Reagente de Cor do Kit de Colesterol –PP Cat. 460 da Gold Analisa.

Deverá ser adquirido separadamente.

Precauções e Cuidados Especiais 

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios clínicos para execução doteste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
4- O Padrão (1) contém azida sódica como conservante. Evitar contato com os olhos, pele e mucosas. Não aspirar ou ingerir.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura entre 490 a 540 nm);
· Centrífuga;
· Banho-Maria;

· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Influências Pré-Analíticas
Os valores de Colesterol HDL de uma mesma pessoa e em ocasiões diferentes podem variar consideravelmente devido ás variações biológicas e também as variações do método analítico.

As concentrações de colesterol HDL podem ainda variar devido a: dietas, prática de exercício, variação do peso corporal, ação de hormônios, uso de álcool, fumo.
Interferências

A bilirrubina até 5 mg/dL, lipemia (triglicérides até 750 mg/dL), hemólise (hemoglobina até 180 mg/dL) não produzem interferências significativas.

Valores de bilirrubina acima de 5 mg/dL produzem resultados falsamente diminuídos.

Valores de triglicérides acima de 750 mg/dL produzem resultados falsamente elevados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A-Condições da Reação

              Leitura: Comprimento de onda 500 nm

              Medida: Contra o Branco

              Tipo de Reação: Ponto final

Notas

1-A relação amostra/ precipitante deve ser mantida em 1/1.

2-O sobrenadante obtido deve ser completamente límpido e claro.

3-Após a centrifugação, remover o sobrenadante límpido dentro de 15 minutos para evitar resultados falsamente elevados.

4-Algumas amostras, principalmente as lipêmicas, podem apresentar o sobrenadante límpido com uma camada na sua superfície que não deve ser pipetada para evitar resultados falsamente elevados.

5-Amostras lipêmicas e algumas não lipêmicas podem resultar em sobrenadantes turvos. Nestes casos, diluir o soro a ½ com solução de NaCL 150mmol/L (0,85%) e repetir a precipitação.

Realizar a dosagem e multiplicar o resultado final por 2.

No caso de persistir a turbidez ou de não obter uma boa sedimentação do precipitado, a amostra não poderá ser utilizada para dosagem do Colesterol HDL por esta metodologia.

6-Para a determinação do colesterol HDL no sobrenante, utilizar o Reagente de Cor do Kit de Colesterol - PP Cat. 460.

B- Técnica de Análise 

Precipitação das VLDL e LDL

1-Em um tubo de centrífuga pipetar:

	Amostra
	          250 µL

	Precipitante
	250 µL


2-Agitar fortemente por 30 segundos.
3-Centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos para obter um sobrenadante límpido.

4- Pipetar o sobrenadante límpido, imediatamente após a centrifugação, tomando o cuidado para não ressuspender o precipitado para evitar resultados falsamente elevados.

Ver notas acima.

• Colorimetria:

1-Identificar 3 tubos de ensaio e pipetar:

	 Tubos
	 Branco
	 Teste
	 Padrão

	 Sobrenadante
	 ---------
	 100 µL
	 --------

	 Padrão
	 ---------
	 ----------
	  100 µL

	 Reagente de Cor (Cat. 460)
	  1000 µL
	 1000 µL
	1000 µL


2-Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
O nível da água o banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos.

3-Fazer as leituras fotométricas do Padrão (AP) e do Teste (AT) em 500 nm, zerando o aparelho com o Branco.

A cor é estável durante 60 minutos.
CÁLCULOS

CP = 40mg/dL = Concentração Equivalente indicada no rótulo do frasco.
CT = Concentração do Teste

AP = Absorbância do Padrão

AT = Absorbância do Teste

FC = CP ÷ AP

CT (mg/dL) = FC × AT
Exemplo

CP = 40 mg/dL

Se AP = 0,320

Se AT = 0,394

FC = CP ÷ AP = 40 ÷ 0,320 = 125

CT = FC × AT = 125 × 0,394 = 49 mg/dL
Cálculo da Concentração do Colesterol VLDL e LDL

A concentração do Colesterol VLDL e LDL pode ser calculada através da equação de Friedewald, que é muito exata para amostras cujos valores de triglicérides não ultrapassem 400 mg/dL e não pertençam a pacientes portadores de lipoproteínemia do tipo III.
Equação de Friedewald 

Colesterol LDL = Colesterol Total – (HDL + VLDL)

Colesterol VLDL = Triglicérides ÷ 5

Atenção
• Esta técnica de dosagem é adequada para fotômetros cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor do que 1000 µL.

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos. Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

RESULTADOS

Fator de Conversão de Unidades 
Unidades convencionais (mg/dL) × 0,026 = Unidades SI (mmol/L)
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Valores desejáveis ou recomendados

Substituem os valores de referência e são determinados a partir de dados epidemiológicos, calculados estatisticamente, que relacionam os níveis do colesterol com a prevalência de doença arterial coronariana (DAC).

1-Adultos

	Colesterol Total
	Colesterol HDL
	Colesterol LDL

	Valor desejável

< 200 mg/dL
	Valor Desejável

≥ 60 mg/dL
	Valor desejável

< 100 mg/dL

	Valor limítrofe

200 a 239 mg/dL
	Valor baixo:

< 40 mg/dL
	Valor limítrofe

130 a 159 mg/dL

	Valor Elevado

≥ 240 mg/dL
	    -------------
	Valor elevado

160 a 189 mg/dL

	      --------------
	     ------------
	Valor muito elevado
≥ 190 mg/dL


2- Crianças e adolescentes
	Colesterol Total
	Colesterol HDL
	Colesterol LDL

	Valor desejável

< 170 mg/dL
	Valor desejável

> 40 mg/dL
	Valor desejável

< 110 mg/dL

	Valor limítrofe

170 a 199 mg/dL
	Valor Baixo

< 35 mg/dL
	Valor limítrofe

110 a 129 mg/dL



	Valor elevado

≥ 200 mg/dL
	------------------
	Valor elevado

≥ 130 mg/dL


SIGNIFICADO CLÍNICO

As lipoproteínas de lata densidade (HDL = High Density Lipoproteins) exercem uma ação importante na concentração do colesterol nos tecidos. Atuam ainda no retorno do colesterol dos tecidos periféricos para o fígado.
A taxa de Colesterol HDL mantém uma relação inversa com o fator de risco de DAC (Doença Arterial Coronariana), isto é, quanto maior o seu teor na circulação menor o risco de DAC. Deste modo, o colesterol HDL exerce um efeito protetor contra a aterosclerose.

A prevalência da enfermidade coronariana é muito maior em indivíduos com níveis reduzidos de HDL do que em indivíduos com teores elevados.

Ao contrário, a taxa de Colesterol LDL está diretamente relacionada com o fator de risco de DAC, isto é, quando maior o seu teor na circulação maior é a probabilidade do individuo desenvolver essa doença.

O colesterol, a hipertensão arterial, o fumo e a intolerância á glicose são quatro grandes fatores para o desenvolvimento da DAC.

Exercícios físicos podem aumentar o Colesterol HDL, assim como algumas drogas: lovastatina, ácido nicotínico, ciclofenil, cimetidina, etanol, estrogênios, terbutalina.

Valores baixos de Colesterol HDL são encontrados em indivíduos obesos, de vida sedentária, fumantes, diabéticos, na colestase, hepatopatia, arterioclerose, coronariopatia, etc. 

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 200 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra com solução de NaCL 150 mmol/L (0,085%) e realizar uma nova determinação. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluição empregado.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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