Q Trinity Biotech
ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME (ACE)

305-10 10x10ml

PORTUGUES

COLHEITA E CONSERVAGAO DA AMOSTRA

UTILIZAGAO PREVISTA

O ACE Reagent destina-se a ser utilizado na determinagéo cinética quantitativa da atividade da
enzima conversora da angiotensina (Angiotensin Converting Enzyme, ACE) em soro ou plasma a
340 nm.

RESUMO

A enzima conversora da angiotensina (ACE, EC3.4.15.1, dipeptidil carboxipeptidase) é uma
glicoproteina peptidil-dipeptidase hidrolase que separa o dipéptido histidil-leucina da angiotensina
|, um decapéptido relativamente inativo. Este Ultimo é convertido no potente vasoconstritor
angiotensina Il. A ACE também inativa a bradiquinina. Niveis elevados de atividade da ACE
ocorrem no soro de pacientes com sarcoidose ativa! e ocasionalmente em criangas prematuras
com sindrome da angustia respiratdria, em adultos com tuberculose, doenga de Gaucher, lepra e
muitas outras condigdes patologicas que envolvam doengas de pulmdes e figado.?

Foram reportados por Siefkin et al.2 niveis significativamente baixos em varios casos agudos e
cronicos de lesdes pulmonares. Medigdes em série da ACE em 71 doentes demonstraram que
niveis significativamente decrescentes ao longo de varios dias estavam associados a uma taxa de
mortalidade muito elevada. Uma Unica medigéo da ACE nao prevé necessariamente a presenca
ou o agravamento da lesdo pulmonar nem ajuda no diagndstico precoce. No entanto, niveis em
série sdo relevantes para o progndstico.

Foram desenvolvidos vérios métodos para a medigdo da atividade da ACE, incluindo
radioimunoensaio® e imunoensaio competitivo ligado a enzima.* O procedimento aqui descrito é
um método espetrofotométrico rapido e conveniente que utiliza o substrato tripeptideo sintético
N-[3-(2-furil)acriloil]-L-fenilalanilglicilglicina (FAPGG).5

Recomenda-se que a colheita da amostra seja efetuada de acordo com o documento M29 atual
do CLSI. Nao ha nenhum método de teste conhecido que possa dar total certeza que as amostras
de sangue humano ndo irdo transmitir uma infegdo. Assim sendo, todos os derivados de sangue
devem ser considerados potencialmente infeciosos.

Recomenda-se soro ou plasma heparinizado para a andlise®. As amostras de soro permanecem
estaveis durante 7 dias se armazenadas refrigeradas a 2-8°C e durante 4 meses se
armazenadas congeladas a -20 °C”. As amostras de plasma heparinizado permanecem estaveis
durante 4 semanas se armazenadas congeladas a -20 °C ou -80 °C'415,

SUBSTANCIAS INTERFERENTES:

A atividade da ACE ¢ inibida por EDTA e por ides de metais pesados que podem servir para
substituir o i&o de zinco da enzima®. Foi reportado que reagentes de contraste com gadolinio
inibem a atividade da ACE''2'3, No momento da administragdo do medicamento inibidor da
enzima conversora da angiotensina, o captopril, normalmente utilizado no tratamento da
hipertensao, a atividade do soro da ACE é marcadamente reduzida, mas normalmente volta a
atingir valores normais em cerca de 12 horas.® A administragio de outros medicamentos
semelhantes pode produzir uma resposta similar.?

PROCEDIMENTO MANUAL

PRINCIPIO

A seguinte reacéo é catalisada pela ACE:

ACE
FAPGG — FAP + Glicilglicina

FAPGG ¢ hidrolisado para furilacriloilfenilalanina (FAP) e glicilglicina. A hidrélise de FAPGG
resulta numa diminuigdo da absorvancia a 340 nm. A atividade da ACE na amostra é determinada
através da comparagao da taxa de reagdo da amostra com a obtida com o ACE Calibrator.

REAGENTE

ACE REAGENT, 10 x 10 ml, 305-10.
Quando o reagente liofilizado é reconstituido de acordo com as instrugdes, este ir4 conter
FAPGG, 0,5 mmol/L, com estabilizador e solugdo tampéo, pH 8,2.

PRECAUGOES:

O ACE Reagent destina-se a "utilizagdo em diagndstico in vitro". As precaugbes normais
relativamente ao manuseamento de reagentes laboratoriais devem ser seguidas. A eliminagéo de
residuos deve ser feita de acordo com a legislagéo federal, estatal e local.

Apenas para uso profissional.

Em caso de danos, ndo utilizar.

0 ACE Reagent provoca IRRITAGAO nos olhos, no sistema respiratério e na pele. Em caso de
contacto com os olhos, lavar imediatamente com &gua abundante e procurar auxilio médico.
Utilizar vestuario de protegdo adequado.

As instrugbes que se seguem devem ser observadas ao abrir o selo vermelho, ja que tem um

rebordo afiado ap6s a abertura:

- Deve ser utilizada uma pinga, um alicate de pontas, um férceps, um dispositivo de abertura de
tampas, uma espatula ou um objeto similar para abrir e retirar o selo do frasco. Ao realizar esta
acao, garantir que é feita para fora, longe do corpo.

- Também devem ser utilizadas luvas de latex para maior protegéo do utilizador.

PREPARAGAO:

Reconstituir o ACE Reagent com o volume de &gua desionizada indicado no rétulo do frasco. Se
o reagente for utilizado num analisador auténomo, consultar o respetivo procedimento de
aplicagéo. Depois de adicionar &gua, fechar o frasco e misturar imediatamente vérias vezes por
inversao.

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE:

Conservar o reagente seco refrigerado (2-8 °C). O reagente mantém a sua estabilidade até &
data de validade indicada no rétulo. O reagente reconstituido mantém-se estavel durante 8 horas
a temperatura ambiente (18-26 °C) e durante pelo menos 30 dias se refrigerado (2-8 °C).

DETERIORAGAO:

Eliminar o frasco se o reagente seco apresentar alteragéo devido a uma possivel penetragéo de
humidade, ndo se dissolver completamente ou se a solugao tiver um aspeto turvo.

MATERIAL FORNECIDO:
ACE Reagent

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:

ACE Calibrator, n.° de catalogo 305-50

Espetrofotdmetro capaz de medir com precisao a absorvancia a 340 nm

Cuvetes com propriedade éticas adequadas para serem utilizadas a 340 nm

Dispositivos de pipetagem para a distribuigdo exata dos volumes necessarios para o ensaio
Temporizador

Camara de cuvetes de temperatura constante

PROCEDIMENTO:

A temperatura da mistura da reagdo deve ser mantida a 30 °C ou 37 °C.

1. Preparar o ACE Reagent.

2. Reconstituir o ACE Calibrator de acordo com as respetivas instrugées de utilizagéo.

3. Pipetar 1,0 ml de Solugdo de ACE Reagent para cada uma das duas cuvetes designadas
como TESTE e CALIBRADOR e deixar atingir a temperatura de reagéo.

4. Adicionar 0,1 ml de amostra a cuvete designada como TESTE. Adicionar 0,1 ml de ACE
Calibrator & cuvete designada como CALIBRADOR. Misturar por inversao.

5. Colocar as cuvetes num compartimento de cuvetes com temperatura constante e aguardar
aproximadamente 5 minutos.

6. Ler e registar as absorvancias (A) de TESTE e CALIBRADOR a 340 nm vs &gua como
referéncia. S&o as A INICIAIS.

7. Exatamente cinco minutos depois, ler e registar novamente as absorvancias. Séo as A
FINAIS.

NOTAS:

1. Para demonstrar que a reagao é linear, faga uma leitura adicional 2,5 minutos apds as A
INICIAIS. As alteragdes de absorvancia para os dois intervalos de 2,5 minutos devem ser
aproximadamente iguais.

2. Se estiver disponivel um espetrofotémetro de registo, o tempo necessario para o teste
pode ser consideravelmente reduzido. A AA por 5 minutos para TESTE e CALIBRADOR
pode ser obtida diretamente a partir da porgéo linear das respetivas curvas.

CALIBRAGAO:
O procedimento € linear até uma atividade de ACE de 120 U/L. Deve ser utilizado um calibrador
com vérias séries de ensaios para calcular a atividade de ACE dos testes.

CONTROLO DE QUALIDADE:

Estao atualmente disponiveis duas preparacées de soro para fins de controlo. Estas incluem ACE
Control-N, n.° de catalogo A6040, e ACE Control-E, n.° de catélogo A7040, contendo niveis
normais e elevados de atividade de ACE, respetivamente.

Os Controlos de qualidade devem estar dentro dos respetivos intervalos atribuidos, caso
contrario, o processamento de teste sera invalido.

Todos os dados de desempenho s&o gerados a partir de estudos que utilizam soro como matriz
da amostra.

CALCULOS

APLICAGOES PARA ANALISADOR AUTONOMO

Contactar o Departamento de Servigcos Técnicos da Trinity Biotech para obter mais informagdes
relativamente aos procedimentos de aplicagdes da ACE.

AA por 5 min (TESTE) = TESTE A INICIAL - TESTE A FINAL
AA por 5 min (CALIBRADOR) = CALIBRADOR A INICIAL — CALIBRADOR A FINAL

ACE (UIL) = AA/5 min TESTE x Atividade do Calibrador
AA/5 min CALIBRADOR

Uma unidade de atividade da ACE ¢ definida como a quantidade de enzimas que irdo catalisar a
formagao de uma micromole de FAP por minuto de acordo com as condigées do ensaio.
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EXEMPLO:

Os seguintes valores de absorvancia foram obtidos a 37 °C utilizando um ACE Calibrator com
uma atividade de 50 U/L a 37 °C.

TESTE CALIBRADOR
A INICIAL 1,370 1,370
A FINAL 1,340 1,346
AA por 5 min 0,030 0,024

ACE (U/L) = 0,030 x 50 = 62 U/L
0,024
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INFORMAGOES PARA ENCOMENDA

VALORES ESPERADOS

Foram testadas amostras de sangue colhidas em jejum de 56 homens e mulheres adultos
clinicamente saudaveis quanto a atividade da ACE pelo método descrito. O valor médio obtido
para os 56 individuos foi de 30 U/L. O intervalo normal foi calculado como a média + 2 DP
(DP=11). N&o se verificou diferenca entre os valores obtidos para homens e mulheres. Os valores
esperados séo reportados como superiores em criangas € jovens adultos com idade inferior a 19
anos comparativamente a adultos de idade superior.'0

ACE (UIL)
8-52 (37 °C)
5-33 (30 °C)

Os valores obtidos com este procedimento ndo podem ser diretamente comparados aos valores
obtidos com outros procedimentos em condiges diferentes. O intervalo de valores esperados é
fornecido como referéncia. Recomenda-se vivamente que cada laboratério estabelega um
intervalo previsto caracteristico da populagéo local.

N.° de catalogo 305-10

ACE REAGENT, 305-10 10x 10 ml

REAGENTE NECESSARIO

N.° de catalogo Item Quantidade

305-50 ACE CALIBRATOR 6x1ml

REAGENTES OPCIONAIS

N.° de catalogo Item Quantidade

AB040 ACE CONTROL-N (Normal) 6x1ml

A7040 ACE CONTROL-E (Elevated) 6x1ml
GUIA DE SiMBOLOS

CARACTERISTICAS TECNICAS

ESTUDOS DE REPRODUTIBILIDADE:

Para intrarreprodutibilidade, foram realizados dez ensaios de replicagdo em trés amostras de soro
com atividade variavel da ACE em trés analisadores de plataforma. Para inter-reprodutibilidade,
foram processadas trés amostras de soro com atividade variavel da ACE em dez ocasides
diferentes, em duplicado, em trés analisadores de plataforma.

Intrarreprodutibilidade

Analisador de Analisador de Analisador de
plataforma 1 plataforma 2 plataforma 3

Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3

ACE Média (UIL) 24 58 98 27 53 97 21 65 109

Desvio-padrio 19 | 34 | 13 | 38 | a7 | 19 | 20 | 18 | 17

% de CV 79 | 58 | 14 | 138 | 69 | 19 | 94 | 28 | 16

N.° de ensaios 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Inter-reprodutibilidade

1 2 3 1 2 3 1 2 3

%

Data limite de utilizagdo

LOT
Cadigo do lote

Limite de temperatura

Consultar as instrugdes de utilizagdo

Numero de catélogo Fabricante
IVD Recon.
Dispositivo médico de diagndstico Reconstituir com
in vitro
o [REAG | ACE]
Agua Reagente ACE

[13]

AmOStra www.trinitybiotech.com
ACE Média (UIL) a7 | M | 10| 56 | 9 |18 3% | 43| 143 Toxicidade reprodutiva Indicador de instrugdes de utilizagdo
Desvio-padrio 37 5,0 6,5 2,9 44 | 41 31 32 74 eletronicas
% de CV 8 70 47 51 47 30 88 73 52 Trinity Biotech plc, USA ENQUIRIES:
IDA Business Park Trinity Biotech USA
N de ensaios AR ERE e sy Eec
Bray, Co. Wicklow Jamestown, NY 14701.
Ireland Tel. 1800 325 3424
Tel. 353 1 2769800 Fax. 716-488-1990

ESTUDOS DE CORRELAGAO:

Foram testados cinquenta e dois soros com intervalos de valores de ACE de 8-251 U/L com o
procedimento descrito e pelo método descrito por Harjanne.” O coeficiente de correlagéo
resultante foi de 0,981 e a equagdo de regressao tinha um declive de 1,2 e uma intercegéo y de
8,0 U/L. Os valores médios foram de 76 U/L com o método de Harjanne e de 53 U/L com o
procedimento descrito.
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