Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

SEROTONINA NO SORO/PLASMA/SANGUE TOTAL
(HPLC)

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de Serotonina no Soro/Plasma/Sangue total por HPLC.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacgdo

3030 Kit Reagente para Analise de Serotonina em Soro/Plasma/Sangue Total (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucées para andlise de

Serotonina no Soro / Plasma / Sanque total por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para andlise de
serotonina em amostras de soro, plasma e sangue total
empregando um sistema isocratico de HPLC com detector
eletroquimico. Através de um procedimento rapido e seguro, o
Kit garante a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.
Este kit tem como uso pretendido o monitoramento de
pacientes com suspeitas de tumores secretores de serotonina.
Atualmente, a determinagdo de serotonina ou do seu metabdlito
5-HIAA faz parte do diagndstico padrdo em casos de suspeita
de sindrome carcinoide.

METODO

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo
eletroquimica.

PRINCIPIO

A técnica de deteccdo eletroquimica mais empregada na
cromatografia liquida é a amperométrica, com potencial de
trabalho constante. Os detectores amperométricos
convencionais utilizam uma célula com trés eletrodos, sendo um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um terceiro
eletrodo que atua na manutencdo do potencial e previne a
flutuagcdo de corrente elétrica no eletrodo de referéncia. O
potencial necessario para as reacdes de oxidagdo ou reducdo
(potencial de polarizagdo), é aplicado entre o eletrodo de
referéncia (geralmente Ag/AgCl) e o eletrodo de trabalho.
Qualquer substdncia ativa eletroquimicamente que passe
através da célula de deteccdo sera oxidada ou reduzida. As
transformaces por oxidacdo ou reducdo de tal substancia
geram uma perda ou ganho de elétrons, resultando em uma
corrente elétrica que pode ser detectada e medida pelo
instrumento, amplificada e registrada como um sinal
cromatografico. Uma vez que somente um ndmero limitado de
grupos funcionais e estruturas quimicas sdo susceptiveis a
processos de oxi-redugcdo, em um determinado potencial de
trabalho, a deteccdo eletroquimica é caracterizada por sua alta
sensibilidade e sua elevada seletividade.
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SEROTONINA NO SORO/PLASMA/SANGUE TOTAL

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacdao
Fase movel Solugdo 1000 ml
(Mobile Phase) metandlica em
tampdo acetato
Padrdo de Calibragdo Solugdo hidro 1x 10 ml
(Calibration Standard) alcodlica de
serotonina (250
ng/ml)
Padrao Interno Solugdo aquosa de 1x 10 mL
(Internal Standard) N-metilserotonina
(250 ng/ml)
Reagente de Precipitagdo | Solugdo 1x 10 ml
(Precipitation Reagent) metanolica
Frascos de Reagdo - 100 unidades
(Reaction vials)

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rétulo, desde que as condigbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

Artigo Produto Armazenamento

3031 Fase Mdvel 18 - 30 °C

3033 Padrdo de Calibragao 2-8¢°C
(liquido)

3034 Padrdo Interno 2-8°C

3035 Reagente de Precipitacdo 18 - 30 °C

CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranga dos reagentes e adotar as
precaugles necessdrias para o manuseio de reagentes de
laboratorio.

GARANTIA

Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizacdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrucoes.

DESCARTE

A fase movel, o reagente de precipitacdo e o padrdo de
calibragdo contém solventes orgénicos (metanol) e devem ser
descartados como residuos quimicos livres de halogénio, de
acordo com as diretrizes e regulamentos locais em vigor.
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PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Padrao Interno: pronto para uso.

Reagente de Precipitagao: pronto para uso.
Padrdo de Calibragao (liquido): pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna Cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 3130).
Padrdao de Calibragdao em Soro, liofilizado (Chromsystems art.
3009).

Controle Enddcrino em Plasma, Nivel Normal (Chromsystems
art. 0010).

Controle Enddcrino em Plasma, Nivel Patoldgico (Chromsystems
art. 0020)

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga.

Metanol grau HPLC.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Podem ser analisadas amostras de soro, plasma ou sangue
total, coletadas de individuos submetidos a uma dieta restritiva
para alimentos que contenham serotonina. A amostra deve ser
coletada preferencialmente pela manhd@ e mantida em gelo,
devendo ser analisada no mesmo periodo do dia. A serotonina
esta localizada principalmente nas plaquetas (aprox. 97%).
Estabilidade da amostra: se a andlise for realizada dentro de
um periodo de 12 horas, as amostras coletadas podem ser
mantidas a +4°C. Para periodos maiores de armazenamento,
conservar a - 20 °C.

Amostras de soro: tome os devidos cuidados para a
destruicdo completa das plaquetas. Somente dessa forma a
determinacdo total de serotonina é possivel. Recomendacgdo:
coagulagao intensiva com o uso de tubos de soro com ativador
de coagulo. Centrifugue por 10 min a 1500 x g.

Amostras de plasma (plasma pobre em plaquetas):
quando medir serotonina em plasma, é essencial a obtencgdo de
plasma livre de células sem a destruigdo de plaquetas. Para este
proposito, € necessario a adicdo de anticoagulante.
Recomendagdo: centrifugagdo minima de 15 min a 2000-3000
X g.

Concentrado de plaquetas: para a separacdo de plaquetas
use sangue total com anticoagulante (EDTA ou heparina,
mesmo tubo que coleta de plasma) e centrifugue a baixa
velocidade (1500 rpm, 15 min). O plasma rico em plaquetas
obtido é centrifugado novamente em alta velocidade (4000-
5000 rpm, 5 a 10 min), e o concentrado de plaquetas pode ser
coletado do fundo do tubo.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis a temperatura ambiente por
24 horas e por até 48 horas entre +2 a +8°C. Para periodos
maiores de armazenamento, conservar a — 20 °C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador: Volume de injegao de 20puL

Tempo de corrida 9 min.

Fluxo: 1.0a 1.2 ml/min

Detector Eletroquimico: +400 a +500mV

Temperatura da coluna:  Ambiente (aprox. 25 °C)

Procedimento de preparo de amostras:
Preparo de amostras de soro:

Adicionar 100 pl de soro (ou calibrador ou controle)
Adicionar 100 ul de Padrdo Interno

Adicionar 100 pl de Reagente de Precipitagdo
Agitar por 30 s (vortex)

Incubar por 10 min entre +2 a +8 °C

Centrifugar por 10 min a 16000 x g.

Injetar 20 pl do sobrenadante no sistema HPLC.
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Preparo de amostras de plasma (pobre em plaquetas):

Para analises de serotonina em plasma, é necessario diluir o
padrdo de calibracdo (art. 3033 ou 3009) e o padrdo interno
(art. 3034), na proporgdo de 1 para 10 partes de agua grau
HPLC. Na avaliagao quantitativa, o fator “10” de diluigdo deve
ser compensado.

1. Adicionar 100 pl de plasma no frasco de reagao

2. Adicionar 100 pl de Padrdo Interno, diluido 1:10 com
agua ultrapura (grau HPLC)

3. Adicionar 100 ul do Reagente de Precipitagao

4. Agitar por 30 s (vortex)

5. Incubar por 10 min entre +2 a +8 °C

6. Centrifugar por 10 min a 16000 x g.

7. Injetar 20 pl do sobrenadante no sistema HPLC.

Preparo de amostras de sangue total:

1. Adicionar 50 pl de sangue total (EDTA, heparina) no
frasco de reagao

2. Adicionar 50 pl de agua ultrapura (grau HPLC)

3. Adicionar 100 pl de Padrdo Interno

4. Incubar a amostra por 10 minutos em
temperatura ambiente!

5. Adicionar 100 pl de Reagente de Precipitagdo

6. Agitar por 30 s (vortex)

7. Incubar por 10 min entre +2 a +8 °C

8. Centrifugar por 10 min a 16000 x g.

9. Injetar 20 pl do sobrenadante no sistema HPLC.

Tempo de retencdo esperado:

. Tempo de retencio aprox.
Analito (Fluxo de 1ml/min)
Serotonina 5.0 min
Padrdo Interno 6.5 min

CALcuULOS
Camostra (ug/l) = _Aamostra X IScalibrador X Ccalibrador

Acalibrador X ISAmostra

SEROTONINA NO SORO/PLASMA/SANGUE TOTAL

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISAmostra

no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISCalibrador

no cromatograma do calibrador

Concentragdo C do analito A no calibrador = *CCalibrador

Concentragao do Padrao Interno:

[ N-metilserotonina | 0.5 ng/ul |
100 ul da solucdo de Padrao Interno (0.5 ng/ul) sao adicionados
a 100 pl de soro. A concentragdo final de Padrdao Interno na
amostra é de 500 ng/ml (500 pg/l).

*Concentragdes do calibrador aquoso (artigo 3033):

Analito Concentragao
Serotonina 250 ng/ml (250 pg/l)
Padrdo Interno 1

Fatores de conversao:

Analito
Serotonina

Hg/L para nmol/L | nmol/L para pg/L
x 5,6747 x 0,1762
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CALIBRADORES E CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para
calibrar e monitorar a precisao e exatidao das analises:

Artigo | Produto Apresentacao
Padrao de Calibragdo de
3009 Serotonina em Soro (liofilizado) > x 1ml
0010 antrole Endocrino em Plasma, 10 x 5 ml
Nivel Normal
Controle Enddcrino em Plasma, 10 x5 ml
0020 ; P
Nivel Patoldgico

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Linearidade / Limite de quantificagao:

O método é linear a partir do limite de quantificacdo designado
até o limite superior.

Analito Limite de quantificagao* Faixa linear de até
Aprox. [pg/I1] pelo menos [pg/l1]
Serotonina 3 1000
*0 limite de quantificagdo depende das condigdes do eletrodo
de trabalho.
Recuperagao:

A recuperacgdo analitica foi determinada a partir do slope das
curvas de calibragdo de amostras de soro, plasma e sangue total
fortificadas e solugdes padrdes diluidas:

Matriz Taxa de recuperagao Taxa de recuperagao
Serotonina [%] Padrao Interno [%]
Soro 98 96
Plasma 95 94
Sangue total 87 90

Precisao intra-ensaio:
A determinacdo da precisdo intra-ensaio foi realizada por
multiplos preparos da mesma amostra (n=10) e determinagdo
de serotonina em 3 diferentes concentragdes.

Analito Coeficiente de variacao [%]
(a concentracdao em pg/l)
n=10 n=10 n=10
Serotonina 1.3 (157) 0.4 (225) 1.6 (324)

Precisdo inter-ensaio:
A determinagdo da precisdo inter-ensaio foi realizada por 4
preparos da amostra e determinagdo da concentracao do analito
em 2 pools de plasma em 20 diferentes séries de testes.

Analito Coeficiente de variacao [%]
(a concentracdao em pg/l)
n=80 n=80
Serotonina 1.2 (150) 1.0 (347)
VALORES DE REFERENCIA
Matriz Faixa de referéncia Fonte
Soro 227-1135 nmol/I (40-200 ug/1) 14
Plasma EDTA 284-1873 nmol/l (50-330 pg/l) 14

Sangue Total

385-1319 nmol/l (68-232 pg/) | 15

Plasma pobre em

0.86-16.96 nmol/l (0.15-2.99 15

plaqueta ug/
Plasma rico em | 2.5-6.1 nmol/l 10° plaquetas 16
plaqueta

(plasma rico
plagueta)

Recém-nascidos 1.67

+0.74

em | plaquetas

nmol/I 10° 17

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas de sua

populacao.
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Simbolos Usados

d Fabricante
/R/ Limites de temperatura

Diagnéstico in vitro
& Cuidado, consulte documentos anexos

I:];i:l Consulte instrugbes de uso

T Material Reciclavel

U-n Mao rejeitar diretamente para o ambiente

Lote

ﬁl Data de Fabricac8o

g Validade
&, Risco Biolégico
@ Altamente toxico

@ Cormsivo
<'!> Mocivo

Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niter6i, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840120

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