Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

VITAMIN B1 IN WHOLE BLOOD AND VITAMIN B6 IN WHOLE BLOOD/PLASMA - HPLC
VITAMINA B1 EM SANGUE TOTAL E VITAMINA B6 EM SANGUE TOTAL/PLASMA POR HPLC

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de Vitamina B1 em Sangue total e Vitamina B6 em

Sangue total/Plasma por HPLC.

N° de lote, data de fabricacao e validade: ver rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

52052

Kit Reagente para Andlise de Vitamina B1em Sangue Total e Vitamina Bs em Sangue Total /Plasma, 100 analises

Para informacgoes detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instrucoes Analise de
Vitamina B1 em sangue total e Vitamina B6 em sangue total/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br.

FINALIDADE

Este kit oferece a possibilidade de determinar as formas
fisiologicamente ativas de Vitamina B1 (tiamina pirofosfato, TPP)
em amostras de sangue total humano e vitamina B6 (piridoxal-
5'-fosfato, PLP) em sangue total humano ou amostras de plasma,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em uma Unica
corrida, com uma preparagdo de amostra e sem uma
derivatizagdo complexa pds-coluna.

A analise é realizada num sistema HPLC com bomba binaria e
detector de fluorescéncia programavel.

METODO

Cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com detecgéo
por fluorescéncia.

PRINCIPIO

O preparo da amostra se restringe a um Unico passo de
precipitagdo seguido da derivatizagao das vitaminas no frasco de
reagdo. A amostra derivatizada é analisada utilizando detector de
fluorescéncia com comprimento de onda variavel, e, a separacgao
cromatografica é realizada com duas fases mdveis em menos de
9 minutos. A inclusdo de dois padrdes internos feito sob medida
no método garante alta precisdo e seguranca na quantificagdo dos
analitos.

REAGENTES
Componentes e Composigao:
Componente Composicao Apresen
tacao

Fase Movel A Solugcdo de metanol 1 x 1000 mL
(Mobile Phase 1)
Fase Movel B Solugdo de metanol 1 x 1000 mL
(Mobile Phase 2)
Padrdo Interno Solugdo aquosa de 1x 10 mL
(Internal Standard) piridina e sais de

sulfato contendo

azida sédica
Reagente de Solugédo de acido 1 x30mL
Precipitacao perclorico
(Precipitation
Reagent)
Reagente de Solugdo de fosfato de 1 x25mL
Neutralizagdo potassio dibasico
(Neutralisation contendo Hidroxido
Reagent) de potassio
Reagente de Solugdo aquosa de 2x0,3mL
Derivatizacao 1 hexacianoferrato de (liof)
(Derivatisation potéssio III
Reagent 1)
Reagente de Solugdo aquosa de 1x15mL
Derivatizagao 2 fosfato de potassio
(Derivatisation dibasico
Reagent 2)
Frascos de Reagao - 2 x 100
(a@mbar) unidades
(Reaction vials)
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Instru¢bes De Armazenamento E Estabilidade Dos
Reagentes

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rdtulo, desde que as condigdes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas. A tabela abaixo mostra a
temperatura de armazenagem dos reagentes do Kkit.

Artigo Produto Armazenamen
to
52001 Fase Movel A 18 - 30°C
52022 Fase Movel B 18 - 30°C
52044 Padrdo Interno 2 - 8°C
52005 Reagente de Precipitacao 18 - 30°C
52006 Tampado de Neutralizagdo 18 - 30°C
52007 Reagente de Derivatizagao 1 18 - 30°C
52008 Reagente de Derivatizagcdo 2 18 - 30°C
CUIDADOS E PRECAUCOES

Por favor, consulte a ficha de seguranca dos reagentes e tome as
precaucdes necessdrias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

Estas instrugdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto e as instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo podera ser garantida em caso de desvio as instrugdes.

DESCARTE

A Fase Modvel contém solventes organicos e deve ser descartada
como residuo livre de halogénio de acordo com os regulamentos
locais. O Reagente de Derivatizacdo 1 e 2 e a sobra das amostras
preparadas contém cianeto e devem ser descartados de acordo
com os regulamentos locais. O Reagente de Precipitacdo contém
um 4acido forte que pode provocar fogo e o Reagente de
neutralizagdo contém uma base forte. As solucGes devem ser
neutralizadas e descartadas em um recipiente para solugbes
salinas.

PREPARACAO DOS REAGENTES

e Fase Mdvel A: pronto para uso.

e Fase Mdvel B: pronto para uso.

e Padrdo Interno: pronto para uso.

Reagente de Precipitagdo: pronto para uso.

Reagente de Neutralizagdo: pronto para uso.

Reagente de Derivatizagdo 1: reconstitua o contetddo do frasco
do Reagente de Derivatizagdo 1 (art. 52007) com exatamente
0,3 mL de agua destilada. Sob refrigeracdo (+2 a +8°C), a
estabilidade desta solucdo é de aproximadamente 4 semanas.
e Reagente de Derivatizacdo 2: pronto para uso.

Mix de Derivatizacdo:
Misture 50 pL do Reagente de Derivatizagdo 1 reconstituido com
1,0 mL do Reagente de Derivatizacao 2 (art. 52008).
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A proporcdo € 1:20. Esta mistura (= mix de derivatizagdo) esta
pronta para o uso no preparo das amostras. A estabilidade é de
4 dias quando mantido protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C).

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

e Coluna Cromatografica equilibrada (Chromsystems art.52100)

e Padrao de Calibragdo de Vitaminas B1/B6 em Sangue Total
(Chromsystems art.52003) e Controle de Vitamina B1/B6 em
Sangue Total, Bi-Nivel (I + II) (Chromsystems art. 0164)

- Sistema HPLC de gradiente binario

- Autosampler

- Detector de fluorescéncia programavel

- Vértex

- Centrifugar para frascos de reagao de 1,5 ml

- Banho-maria

AMOSTRA

O material utilizado é sangue total ou plasma. O sangue deve ser
coletado pela manha em jejum e antes de qualquer medicacdo. A
coleta deve ser realizada com garroteamento leve e com cuidado
para prevenir a hemdlise.

Niveis elevados de acido ascorbico (vitamina C) podem interferir
na analise de vitamina B1 e levar a niveis falsamente elevados
resultados da medicdo (consulte o item “Interferentes").

Estabilidade das amostras: Proteger as amostras da luz. Em
frasco fechado, as amostras sdo estaveis por 1 semana entre
2 - 8°C. Para periodos maiores de armazenamento (até duas
semanas), as amostras devem ser mantidas em temperatura

Gradiente para a determinacdo de Vitamina B6 em plasma:

Tempo % Fase % Fase Taxa de fluxo
(min) movel A movel B [mL/min]
0 100 0 1,5

2,40 100 0

2,50 50 50

3,50 50 50

3,60 0 100

5,50 0 100

5,51 100 0

7,00 100 0

Procedimento de Preparacao das Amostras:

Em um frasco de reagdo ambar, pipetar:
1. 200 pL de sangue total ou plasma (ou calibrador ou controle
reconstituido)

+ 100 pL de Padrdo Interno

+ 300 pL de Reagente de Precipitacdo
2. Agitar por 30 s (vOrtex).
3. Centrifugar por 5 min. a 14.000 g
4. Em um novo frasco ambar, pipetar 250 uL do Reagente de
Neutralizagdo +100 pL do mix de derivatizacao
5. Adicionar 250 pL do sobrenadante e agitar brevemente.
6. Incubar 25 min. a 60+1°C (banho-maria).
7. Incubar por pelo menos 10 min. entre + 2 e + 8°C, centrifugar
por 2 min. a 14.000 g.
8. Transferir o sobrenadante para o frasco do amostrador
automatico protegido da luz, injetar 25-50 pL no sistema HPLC.

Tempo de retengdo esperado:

< -18 °C. Analito Tempo
de retencgdo (aprox. min)
Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): Padrdo Interno 1 (PLP) 1,2
Vitamina B6 (PLP) 2,5
Temperatura de Tempo de Outras condig8es de Vitamina B1 (TPP) 51
armazenamento | armazenamento armazenamento Padrdo Interno 2 (TPP) 6,1
+20 a + 25°C 1 dia Protegido da luz, bem
fechado, em frasco de
vidro CALcuLos
+2 a +8°C 7 dias Protegido da luz, bem
fechado, em frasco de Camostra [HG/L] = Aamostra X IScaiibrador X Ceatibrador
vidro Acalibrador X ISamostra
Abaixo de -18°C 2 semanas Protegido da luz, bem )
fechado, em frasco de Area/altura do pico do analito A no cromatograma da
vidro amostra = Aamostra

PROCEDIMENTO DO TESTE

Ajustes do instrumento:

Volume de injegdo 25-50 uL

7 - 9 min.

Temp. ambiente (aprox. 20°C)
EX = 320 nm, EM = 415 nm apds
aprox. 3,8 min. mudar para:
,EX = 367 nm, EM 435 nm.
Solugdo de limpeza do injetor: Agua/metanol = 95/5

Amostrador:

Tempo de corrida analitica:
Temperatura da coluna:
Detector de fluorescéncia:

Perfil de gradiente:

Gradiente para a determinagao de Vitamina B1/B6 em sangue
total:

Tempo % Fase % Fase Taxa de fluxo
(min) movel A movel B [mL/min]
0 100 0
2,40 100 0
2,50 50 50 1,5
3,50 50 50
3,60 0 100
6,70 0 100
6,71 0 100
8,00 0 100 2,3
8,01 100 0
8,90 100 0
8,91 100 0 1,5
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Area/altura do pico do analito A no cromatograma do

calibrador = Acalibrador

Area/altura do pico do Padrio Interno (IS) no
cromatograma da amostra = ISamostra
Area/altura do pico do Padrio Interno (IS) no

cromatograma do calibrador = IScalibrador

Concentracao C do analito A no calibrador = Cecalibrador
(veja o folheto de informagdes)
Fatores de conversdo
Analito Hg/L para nmol/L
nmol/L para pg/L
Vitamina B1 (Tiamina x 2,357 x 0,424
pirofosfato, TPP)
Vitamina B6 (Piridoxal-5'- X 4,046 x 0,247
fosfato, PLP)

CALIBRADORES E CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para
calibragdo e monitoramento da precisdo e exatiddo das
analises:

Artigo | Produto Apresentacao
52003 | Padrdo de Calibragdo de
Vitaminas B1/B6 em Sangue 5x 1mL
Total (liof.)
0164 Controle de Vitaminas B1/B6 em 2% 5x2mL
Sangue Total, Bi-Nivel (I+ II)
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DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Recuperacgao:
Analito Matriz Recuperacgao [%]
Vitamina B6 (PLP) | Sangue total 88
Plasma 102
Vitamina B1 (TPP) | Sangue total 92
Padrdo Interno 1 Sangue total 102
Plasma 104
Padrdo Interno 2 Sangue total 119

A recuperacao foi determinada em amostras de sangue total e
plasma fortificadas e diluigbes de padrdes.

Linearidade/limite de quantificacao:

Método estatistico da | Remogdo de 2,5% dos
faixa de referéncia resultados superiores e
inferiores

Correlagao entre  os | Decréscimo com a idade:
resultados obtidos e a | 18-30 anos: 129+34 nmol/L
idade >70 anos: 90+31 nmol/L

Efeito fraco: nenhum intervalo
de referéncia relacionado a
idade foi introduzido

Correlagdo  entre  os | nenhum
resultados obtidos e o
genéro

Literatura 5,6

Analito Matriz Limite de Faixa linear
quantificacdo (até pelo
(ng/L) menos) (pg/L)
Vitamina | Sangue total 4,5 500
B6 (PLP) | Plasma 0,5 500
Vitamina | Sangue total 2,0 750
B1 (TPP)

*0 limite de quantificagcdo depende do detector utilizado.

Precisao intra-ensaio:

Analito Matriz Coeficiente de variacao
(%)
(concentracdo em ug/L)
Sangue total 0,7 1,7 0,8
Vitamina B6 (11,4) (17,0) (25,5)
(PLP) Plasma 1,5 1,6 2,3
(6,26) (12,0) (19,7)
Vitamina B1 | Sangue total 1,3 2,1 0,9
(TPP) (24,2) (39,3) (93,6)

Precisao inter-ensaio:

Analito Matriz Coeficiente de variacao
(%)
(concentracdo em ug/L)
Sangue total 2,3 1,5 2,9
Vitamina B6 (11,4) | (17,0) | (25,5)
(PLP) Plasma 5,2 1,8 3,0
(6,26) | (12,0) | (19,7)
Vitamina B1 | Sangue total 2,0 1,7 2,3
(TPP) (24,2) (39,3) (93,6)
VALORES DE REFERENCIA

Vitamina B1 (TPP) em sangue total

Faixa de valores

33,1-60,7 pg/L
78 - 143 mmol/L

No. Resultados obtidos

254

Método estatistico da
faixa de referéncia

Média + 2x desvio padrdo

Correlagao entre  os | nenhuma
resultados obtidos e a

idade

Correlagao entre  os | nenhuma
resultados obtidos e o

genéro

Literatura 5,6

Vitamina B6 (P

LP) em sangue total

Faixa de valores 12,6 - 45,2 uL
51 - 183 mmol/L
No. Resultados obtidos 256
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Vitamina B6 (PLP) em plasma
Faixa de valores 5,7 - 55,1 pug/L
23 - 223 mmol/L
No. Resultados obtidos 120
Método estatistico da | Remogdo de 2,5% dos
faixa de referéncia resultados superiores e
inferiores
Correlagao entre  os | Nenhuma influéncia na faixa
resultados obtidos e a | de valor  superior, mas
idade decréscimo na faixa inferior
com aumento da idade.

Efeito fraco: nenhum intervalo
de referéncia relacionado a
idade foi introduzido

Correlagdo entre  os | Nenhuma influéncia na faixa
resultados obtidos e o | de valor inferior, mas
genéro influéncia na faixa superior
devido ao género
(homens>mulheres).

Efeito fraco: nenhum intervalo
de referéncia relacionado ao
género foi introduzido

Literatura 7

Interferentes

As amostras foram enriquecidas com os seguintes medicamentos
comumente usados e suplementos alimentares nas maiores
concentragbes esperadas e, em seguida, testadas quanto a
interferéncia:

Acetazolamida, acetilcisteina, acido acetilsalicilico, aciclovir,
alopurinol, amicacina, amlodipina, amoxicilina, ampicilina, acido
ascérbico (vitamina C), azatioprina, azitromicina, bisoprolol,
captopril, carbamazepina, cefradina, cloranfenicol,
clordiazepdxido, cimetidina, ciprofloxacina, claritromicina,
dexametasona, diazepam, diclofenaco, digitoxina, digoxina,
dihidrocodeina, disopiramida, enalaprilato, eritromicina,
furosemida, ganciclovir, gentamicina, hidroclorotiazida,
ibuprofeno, isoniazida, isossorbida dinitrato, itraconazol,
cetoconazol, levofloxacina, levotiroxina, lidocaina, lorazepam,

metformina HCI (1,1-dimetilbiguanida), meticilina,
metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol, acido
micofendlico, acido micofendlico glicuronideo, N-
acetilprocainamida, nadolol, fluoreto de sodio, N-
desmetildiazepam, neomicina, nifedipina, norverapamil,
omeprazol, oxazepam, oxipurinol, paracetamol (4-

acetamidofenol / Acetaminofeno), penicilina G, penicilina V,
fenitoina, prazosina, prednisolona, prednisona, procainamida,
(%)-propranolol, piridoxina, ranitidina, rifampicina, risperidona,
salbutamol (albuterol), acido salicilico (acido 2-OH benzdico),
estreptomicina, sulfametoxazol, tramadol, triantereno,
trimetoprim, acido valprdico, vancomicina, verapamil.

As seguintes interferéncias influenciam os resultados
quantitativos:
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A carbamazepina-10,11-epdxido, um metabdlito ativo da droga
anticonvulsivante  carbamazepina, resulta em atividade
subjacente que interfere com o padrdo interno 2 e, portanto,
produz vitamina B1 falsamente baixa (TPP).

A isoniazida, um antibidtico bactericida, interfere com a vitamina
B6 (PLP) e leva a uma determinacgdo falsamente baixa de vitamina
B6 (PLP).

A piridoxina, como um vitamero da vitamina B6, é geralmente
administrada em associagdo com a isoniazida. Mesmo os niveis
enddgenos mais altos esperados desta substéncia ndo
influenciam significativamente no resultado quantitativo, mas a
piridoxina pode ser convertida em vitamina B6 (PLP) por reagdes
enzimaticas. Ndo &, portanto, uma interferéncia analitica, mas
uma interferéncia farmacocinética.

A presenca de acido ascorbico (vitamina C) leva a uma diminuigdo
do sinal de vitamina B1 (TPP), bem como o correspondente
padrdo interno IS 2. Por ser mais prejudicado, o padrao interno
ndo compensa totalmente a deterioragdo do analito, levando a
resultados falsamente altos para a vitamina B1 (TPP). Nas
concentragdes de acido ascorbico acima de 125 mg/I, isso pode
afetar a precisdao dos resultados do teste em >15%.
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