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1 Informacdes gerais

CHROMSYSTEMS

N° do Produto
artigo
1000/B Kit de reagentes para andlise por HPLC de VMA, HVA e 5-HIAA em urina.
Para 100 analises.
Componentes do Kit:
Fase movel 1000 ml
Padrao de Calibracéo 5 x 1.0 ml (liof)
Padréo Interno (iso-VMA) 100 ml
Tampdao de Lavagem | 300 ml
Tampao de Lavagem Il 2 x 300 ml
Tampao de Eluicdo 200 ml
Finalizador 10 mi
Colunas de preparacdo de amostras 2 x50 unid
1000/B/A1 | Kit de reagentes para analise por HPLC de VMA, HVA e 5-HIAA em urina.
Preparacédo com GILSON® ASPEC™
Para 100 analises.
Componentes do Kit:
Fase movel 1000 ml
Padrdo de Calibracdo 5 x 1.0 ml (liof)
Padréao Interno (iso-VMA) 100 ml
Tampdao de Lavagem | 300 ml
Tampao de Lavagem Il 2 x 300 ml
Tampao de Eluicdo 200 ml
Finalizador 10 mi
Colunas de preparacdo de amostras com capsulas DEC 100 unid
1000/B/A5 | Kit de reagentes para analise por HPLC de VMA, HVA e 5-HIAA em urina.
Preparacdo com GILSON® ASPEC™
Para 500 analises.
Componentes do Kit:
Fase movel 3 x 1000 ml
Padréo de Calibracdo 3 x 5.0 ml (liof)
Padréao Interno (iso-VMA) 2 x 250 ml
Tampdao de Lavagem | 1000 ml
Tampao de Lavagem Il 2 x 1000 ml
Tampao de Eluicdo 1000 ml
Finalizador 50 ml
Colunas de preparacdo de amostras com capsulas DEC 5 x 100 unid
1000/B/A9 | Kit de reagentes para analise por HPLC de VMA, HVA e 5-HIAA em urina.
Preparagédo com GILSON® ASPEC™
Para 1000 analises.
Componentes do Kit:
Fase movel 6 x 1000 ml
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Padrao de Calibracéo 5 x 5.0 ml (liof)
Padréo Interno (iso-VMA) 1000 ml
Tampdao de Lavagem | 2 x 1000 ml
Tampao de Lavagem Il 4 x 1000 ml
Tampao de Eluicdo 2 x 1000 ml
Finalizador 2 x50 ml
Colunas de preparacdo de amostras com capsulas DEC 10 x 100 unid
Componentes disponiveis separadamente:
1011 Fase Movel 1000 ml
1012 Fase Movel 10 x 1000 ml
1003/B Padrao de Calibracéo 5 x 1.0 ml (liof)
1009 Padréo de Calibracdo em Urina 5 x 5.0 ml (liof)
1004/B Padréo Interno 100 ml
1005 Tampao de Lavagem | 300 ml
1006 Tampéao de Lavagem Il 300 ml
1077 Tampao de Eluicdo 200 ml
1013 Finalizador 10 ml
1008 Colunas de preparacéo de amostras 50 unid
Controles (liofilizados)
0040 Controle enddécrino em urina, nivel normal 10 x 8 ml
0050 Controle endécrino em urina, nivel patolégico 10 x 8 ml
Acessorios
1100/B Coluna para HPLC. (equilibrada, com cromatograma teste) 1 peca
15009 Pré-filtro em PEEK, 5 pm 5 pecgas
15010 Suporte para pré-filtro em PEEK 1 peca
17001 Suporte para cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
17002 Cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
Acessorios Adicionais
51303/B | Padréo Interno (10 mg HICA/I) (para melhor aproveitamento da analise de 5ml
5-HIAA)
1099 Mix de Optimizador Potencial 5 x 0.5 (liof)
Acessorios Acionais para preparacao com GILSON® ASPEC™
1009/T Padréao de Calibragdo em Urina 5.0 ml (liof)
1044/B/A1 | Padré&o Interno 100 ml
1044/B/A5 | Padréo Interno 250 ml
1044/B/A9 | Padrédo Interno 1000 ml
1005/A5 [Tampéao de Lavagem | 1000 mi
1006/A Tampao de Lavagem Il 450 ml
1006/A5 [Tampao de Lavagem lll 1000 ml
1008/A Colunas de preparacdo de amostras com capsulas DEC 100 unid
1013/A5 [Tampéo de Eluicdo 50 ml
1077/A5 [Finalizador 1000 ml
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2 Introducao

2.1 Informagdes Basicas

O acido vanilmandélico (VMA) e o acido homovanilico (HVA) sédo produtos de degradacdo das catecolaminas
adrenalina (sin. epinefrina), noradrenalina (sin. norepinefrina), e a dopamina, acido 5-hidroxi-indolacético (5-
HIAA) do neurotransmissor serotonina.

As catecolaminas adrenalina (sin. epinefrina), noradrenalina (sin. norepinefrina), e dopamina, assim como o
neurotransmissor serotonina, estdo entre as aminas biogénicas que sdo produzidas por descarboxilacdo
enzimatica de aminoacidos no organismo. Como mensageiros, eles executam um papel chave na transmisséo de
impulsos no sistema nervoso. Através da interacdo com receptores de membrana, cada molécula individual exerce
efeitos complexos, especialmente no sistema cardiovascular. A serotonina também regula a funcdo do sistema
gastrointestinal e influéncia no humor afetando o sistema nervoso central.

Metabolismo

O aminoacido L-tirosina é convertido em dopamina, que por sua vez é hidroxilado a L-noradrenalina pela enzima
dopamina B-hidroxilase (DBH). A feniletanolamina n-metiltransferase (PNMT) catalisa a metilacdo pela
catecolamina-O-metiltransferase (COMT) e a desaminacdo pela monoamina oxidase (MAO). A figura 1 mostra os
produtos de degradacdo do &acido homovanilico (HVA) e do acido vanilmandélico (VMA) relevantes para o
diagnostico.

OH OH H
HGO NH.- HO NH, HO N
:O/V DBH PNMT CHQ
—_— = —_—
HO HO HO
Dopamine -Noradrenaline l-Adrenaline
COMT COMT COMT
OH OH H
H3CO NH, HaCO NH, HyCO N
CH,
HO HO HS
3-Methoxytyramine (3-MT) L-Normetanephrine l-Metanephrine
MAO MAO MAOD
OH
HaCO HzCO
HO HO
Homovanillic acid (HVA) Vanillylmandelic acid (VMA)

Figura 1 — Metabolismo das Catecolaminas

A serotonina é enzimaticamente desaminada com a monoamina oxidase (MAO) e entdo oxidada pela aldeido
desidrogenase (ALDH) ao principal produto de excrec¢éo, o acido 5-hidroxi-indolacético.
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H H H
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HO HO HO
H OH
NH, o o
Serotonin (5-hlydroxytryptamine| 5-Hydroxyindoleacetaldehyde 5-Hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA)

Figura 1 — Metabolismo da Serotonina

Importancia no diagndéstico

As analises dos metabdlitos descritos VMA, HVA e 5-HIAA é de particular interesse para o diagndstico de tumores
neuroenddcrinos. Como suas células originarias, esses tumores produzem catecolaminas ou serotoninas e,
consequentemente, seus produtos de degradacdo sdo rapidamente eliminados. Sintomas como dor de cabeca
paroxistica, transpiracdo, hipertenséo arterial e palpitacdes, ou dor facil paroxistica sédo diretamente atribuiveis ao
aumento da producéo e liberagéo de neurotransmissores.

Neuroblastomas

Neuroblastomas surgem de células do tubo neural embrionario e sdo, por isso, quase exclusivamente encontrados
em criancas. Eles podem ocorrer dentro e fora do rim e produzem catecolaminas [1]. Para diagndstico,
principalmente VMA, HVA e dopamina, raramente noradrenalina, adrenalina, normetanefrina e metanefrina, séo
determinados em urina [5].

Feocromocitoma e paraganglioma

Ambos os tumores produzem catecolaminas. Feocromocitomas surgem no tecido de cromafina da medula adrenal,
enquanto paragangliomas tendem a se formar fora do rim no plexo nervoso simpético da regido abdominal e
pélvica [1]. Para essas sindromes, a determinacdo de catecolaminas e metanefrinas em urina é importante [4]. A
determinagéo do metabdlito VMA mostra alta especificidade (0s resultados dos testes de pessoas saudaveis serao
muito provavelmente negativos), porém a sensibilidade é baixa, significando que os resultados de individuos ndo
saudaveis serdo frequentemente positivos. Esta € a razédo pela qual a determinacdo de VMA para a identificagao
desses tumores é raramente utilizada [4].

Tumores produtores de serotonina (também: carcinoides)

Além disso, ha um grupo de tumores neuroenddcrinos do trato gastrointestinal que produzem serotonina e, por
isso, causam sintomas especificos (chamado sindrome carcinoide) [2]. Usualmente, 5-HIAA é determinado em
urina; serotonina em urina € elevada somente em um subconjunto especial de carcinoides [6].

2.2 Uso pretendido

O kit de reagentes da Chromsystems VMA, HVA, 5-HIAA em urina é uma ferramenta de diagndstico in vitro para
ser utilizada em laboratérios clinicos para deteccdo quantitativa do e &cido vanilmandélico (VMA), éacido
homovanilico (HVA) e 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) em amostras de urina humana através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC). O kit é usado como um teste para pacientes cujo nivel desses metabdlitos na
urina sejam de importancia clinica.

Principio do kit de reagentes:

Este Kit de reagentes é desenvolvido para a determinacgéo confiavel dos acidos vanilmandélico, homovanilico e 5-
hidroxindoacético em urina. Antes da separacao cromatografica, os analitos sdo separados da matriz urinéria por
troca ibnica — Colunas de preparo de amostras (Sample Clean Up columns) garantem um facil preparo de
amostras.

Uma coluna selecionada de HPLC em combinacdo com a fase mdvel, otimizadas para essa separagdo em
particular, permitem uma quantificacdo cromatogréfica correta e confiavel. Com o kit Chromsystems de HPLC, uma
pessoa pode analisar até 100 amostras de plasma por dia. O método analitico fornece resultados rapidos e
confidveis sendo assim, adequado para andlises de rotina. Com o kit de reagentes da Chromsystems, até mesmo
laboratérios com pouca experiéncia em HPLC sdo capazes de estabelecer esta tecnologia sem grandes esforcos.
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3 Teoriadadeteccao eletroquimica

3.1 Principios gerais

A técnica de medigéo eletroquimica mais empregada na cromatografia liquida € 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 eletrodo auxiliar.

O potencial necessario para as reacdes de oxidagdo ou reducdo (potencial de polarizagéo), é aplicado entre o
eletrodo de referéncia (geralmente Ag/AgCl) e o eletrodo de trabalho. O eletrodo auxiliar € necessario para a
manutencdo do potencial e previne a flutuacdo de corrente na célula de referéncia. Uma substancia
eletroquimicamente ativa que passe através da célula de deteccdo sera oxidada (emisséo de elétrons) ou reduzida
(absorcéo de elétrons). A corrente resultante entre os eletrodos de trabalho e auxiliar é detectada pelo instrumento
de medicdo, amplificada e mostrada como o sinal cromatogréafico.

Uma vez que somente um numero limitado de grupos funcionais e estruturas quimicas sdo susceptiveis a
processos de oxi-reducdo, em um especifico potencial de trabalho, a detec¢do eletroquimica ndo € apenas
caracterizada por sua alta sensibilidade, mas também por sua elevada seletividade.

3.2 Influéncia do potencial de trabalho na deteccéo eletroquimica

A selecao do potencial de trabalho apropriado é extremamente importante para a seletividade da andlise. Deve-se
escolher um potencial de trabalho que produza um sinal maximo de detec¢éo para a substancia de interesse e, ao
mesmo tempo, nenhum sinal para possiveis substancias interferentes, normalmente presentes na amostra
analisada.

A relacdo entre o sinal de detecc¢édo e o potencial no eletrodo de trabalho pode é mostrada na figura abaixo.

A
Signal
(nA or
peak
height/

peak area)

>
P1 P2 P3 = Popt.

Working potential [mV]

Figura 3: Correlacdo entre potencial de trabalho e detector de sinal.
A um potencial inferior a P1, ndo ha energia suficiente disponivel para a transformacdo eletroquimica das
moléculas na superficie do eletrodo de trabalho. Aumentar o potencial para P2 aumenta a energia disponivel, de
modo que uma propor¢édo substancial das moléculas que chegam ao eletrodo de trabalho j& sera transformada.
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Aumentar ainda mais o potencial, para P3, fornece energia suficiente para transformar todas as moléculas que
chegam ao eletrodo de trabalho.

Nenhum aumento adicional no sinal é alcangado aumentando ainda mais o potencial. O sinal agora depende
apenas da concentracdo das substancias no eletrodo (platd dependente da difusdo). Como nenhum aumento
adicional no sinal é possivel apds atingir o platd, ndo é aconselhavel medir potenciais maiores que P3. Pelo
contrario, em potenciais mais elevados a seletividade sera perdida, pois quanto maior for a energia disponivel,
maior sera o niumero de substancias que serdo transformadas eletroquimicamente.

3.3 Otimizacao do potencial de trabalho

Experiéncias tém demonstrado que a curva de potencial de trabalho versus sinal cromatografico (ver sesséo 3.1)
para uma dada substéncia difere de detector para detector. Isto se deve ao fato de que os sistemas de referéncia
(eletrodos de referéncia) nos diferentes detectores eletroquimicos ndo sdo completamente idénticos e produzem
diferentes potenciais de referéncia.

Isto significa que o potencial de trabalho otimizado para um sistema de HPLC, com deteccao eletroquimica, deve
ser determinado empiricamente, através de injecbes um padrédo em diferentes potenciais de trabalho.

Para a otimizagdo da andlise de VMA, HVA e 5-HIAA, avalia-se a &rea ou a altura do pico do VMA e do padrédo
interno do &cido isovanilmandélico (Isso-VMA) em Padrédo de Calibragdo (artigo 1003/B), ou o Mix de Otimizacédo
de Potencial (artigo 1099), uma vez que sua transformacao eletroquimica requer o maior potencial de trabalho.

Para tanto, o seguinte procedimento € recomendado:

1. Ajuste o potencial de trabalho em +680mV e injete o padréo de calibracdo aquoso (artigo 1003/B) ou 0 Mix
de otimizacdo de potencial (artigo 1099). Determine a &rea ou a altura do pico de VMA e iso-VMA no
cromatograma obtido.

2. Aumente o potencial de trabalho em 40mV. Injete novamente o padréo de calibragéo (artigo 1003/B) ou o
Mix de otimizagdo do potencial (artigo 1099). Determine a &rea ou a altura do pico de VMA e isso-VMA no
cromatograma obtido.

3. Se a area/altura de iso-VMA for <70% do pico de VMA repita a etapa 2 do procedimento.

4. Se a area/altura de iso-VMA for =70% do pico de VMA, o potencial de trabalho esta otimizado.

Otimizacédo rapida — Mix de otimizagcado de potencial (artigo 1099)
O tempo de otimizagdo pode ser reduzido até 50% pelo uso do Mix de otimizagc&o de potencial (artigo 1099). Este
padrdo inclui somente os analitos VMA e iso-VMA.

O potencial de trabalho obtido por este método geralmente encontra-se entre +700mV e +850mV (Com eletrodos
de referéncia de Ag/AgCI) e néo é influenciado por manutencdes de rotina na célula de medicdo do detector, tais
como reposicdo da solucéo de KCI ou ativacdo do eletrodo de trabalho.

Entretanto, apOs reparos ou manutencdes mais abrangentes no detector eletroquimico, tais como substituicdo do
eletrodo de referéncia, o procedimento de otimizacdo do potencial de trabalho deve ser repetido. Antes de cada
série de analises, o calibrador deve ser injetado e o cromatograma comparado com o cromatograma de referéncia.
Em caso de desvio significativo, o potencial deve ser otimizado novamente.
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Figura 4: Otimizag&o do potencial de trabalho

4 Sistemade HPLC

| Atencao: Ao usar os reagentes, cumprir com as informagdes de riscos no Apéndice .

4.1 Parametros de equipamentos e instrumentos

A determinacdo de VMA, HVA, 5-HIAA na urina requer um sistema isocratico com bomba de HPLC, injetor e
detector eletroquimico. A utiliza¢do de forno de coluna evitara variagdes de temperatura e melhoraré a estabilidade
e reprodutibilidade da separac@o cromatografica. Mantenha a fase movel tampada ou coberta mesmo durante a
operagao.

Configuragdes do instrumento:

Volume de injecdo: 10-20 pl

Tempo de execucdo: aprox. 20 minutos

Taxa de fluxo: 1 ml/min*

Temperatura da coluna: +20 a +25 °C

Presséo da coluna: aprox. 150-160 barras

Detector eletroquimico: potencial de trabalho: aprox. +700 a +850mV
corrente de fundo: <5 nA

Solugéo de enxague de agulha para o injetor: agua/metanol, 95/5
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4.2 Coluna cromatografica

A coluna de HPLC para a determinagédo de VMA, HVA, 5-HIAA é fornecida equilibrada e testada, e pronta para
uso. Ela pode ser usada diretamente. O valor da pressdo de uma coluna nova, em um fluxo de 1.0 mL/min, é de
aproximadamente 150-160 bar. Este valor pode aumentar com a idade da coluna. Desde que as separa¢fes sejam
satisfatorias, uma contrapressao elevada nao tera consequéncias, mas nao devera exceder 200 bar..

Nota: Para prolongar a vida (til da coluna, pode ser utilizada uma pré-coluna (artigo 17002 e 17001) ou um pré-
filtro (artigo 15009 e 15010).

Antes de iniciar uma sequéncia de testes, prepare o sistema HPLC da seguinte forma:

1. Conecte a coluna analitica a bomba HPLC na direc&o do fluxo

2. Enxague com 20 ml de fase mével a uma vazao de 1 ml/min

3. Conecte o capilar da saida da coluna a entrada da célula detectora

4. Conecte um capilar de drenagem a saida da célula detectora

5. Equilibre o sistema a uma taxa de fluxo de 1 ml/min até que a linha de base se estabilize

6. Injete o calibrador repetidamente, até que dois cromatogramas sucessivos mostrem tempos de retencédo e
areas/alturas de pico idénticos

Assim que o sistema estiver equilibrado e a corrente de fundo for inferior a 5 nA, a fase mével pode ser recirculada.

4.3 Cuidados e manutencéo do sistema de HPLC
4.3.1 Bomba e tubulacdes

O trabalho analitico, na faixa de sensibilidade necessaria para esta andlise, requer limpeza minuciosa de todos os
componentes. Por isso use somente reagentes e solventes com grau de pureza apropriado. Especialmente na
deteccéo eletroquimica, mesmo os menores tracos de substancias eletroquimicamente ativas levam a aumentos
substanciais na linha de base ou pico adicionais. Na maioria dos casos, 0s problemas de deteccéo
eletroquimica resultam de contaminacfes do sistema de HPLC. Como regra geral, uma passivagdo do
sistema de HPLC com &cido nitrico é recomendada a cada 3-4 meses (dependendo do volume de
amostras).

Procedimento de peroxidag¢do passiva:

Antes da passivagédo, a coluna de HPLC e o detector eletroquimico devem ser desconectados. Vocé deve passivar
também o capilar levado da coluna analitica para a célula detectora; simplesmente integre-o no sistema capilar
com uma uniéo.

Antes de lavar com acido nitrico, o tampao de equilibrio deve ser lavado com agua (aproximadamente 20 ml).
Entdo 15-20% de acido nitrico € bombeado através do capilar e do sistema de injecdo a um fluxo de 1-2 ml/min por
20 min. A unidade de injecdo deve executar o procedimento de inje¢do varias vezes. Com sistemas de injecéo
manual alterne de LOAD para INJECT pelo menos 10 vezes. Ao usar um amostrador automatico carregue 15-20%
de acido nitrico nos frascos de amostras e injete 0 maior volume possivel.

Apébs a passivacdo lave o &cido nitrico do sistema com &gua ultrapura (grau HPLC), novamente ativando o
procedimento de injecdo vérias vezes. O pH da agua de lavagem efluente deve atingir o pH da agua de influxo
antes de reequilibrar o sistema com fase movel novamente.

4.3.2 Ativacédo do eletrodo de trabalho
O uso prolongado do detector eletroquimico pode resultar em contaminagéo da superficie ativa do eletrodo de

trabalho, levando a uma diminuicdo na sensibilidade. Para restabelecer a sensibilidade do eletrodo, trate o eletrodo
de trabalho de carbono vitreo com uma solucéo de ativagido adequada.
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Se vocé tiver quaisquer perguntas em relacdo a ativacéo do eletrodo de trabalho, contate o seu representante
Chromsystems, ligue para nosso niimero em Monique (telefone: +49 89 189930-300) ou envie um e-mail para
nosso grupo de suporte: HPLC-support@chromsystems.com / hplc.lcmsms@biosys.com.br

4.3.3 Eletrodo de referéncia
(Somente aplicavel para os detectores eletroquimicos da Chromsystems, Pharmacia ou Waters)

Com o tempo, os ions da solucao de cloreto de potassio (3 mol/l KCI) migram através da membrana (diafragma) do
eletrodo para a fase movel, alterando o potencial do eletrodo de referéncia para valores mais altos. Para garantir
um potencial definido no sistema de referéncia, & essencial completar a solugéo de cloreto de potassio 3 M do
eletrodo de referéncia pelo menos uma vez por semana. Nesse procedimento, certifique-se de ndo deixar bolhas
de ar no interior do eletrodo.

Um adaptador de Teflon branco fixa o eletrodo de referéncia na célula analitica. Um diafragma de vidro poroso,
embaixo do adaptador, controla a difuséo dos ions entre a fase mével e o eletrodo de referéncia.

A cristalizacdo de sais dentro da célula pode causar rachaduras no diafragma, resultando em um vazamento entre
o fluxo do eluente e a parte interna do eletrodo de referéncia.

Se um eletrodo de Ag/AgCl tem sido usado por um periodo maior, o AgCl pode precipitar como uma camada
escura na membrana. Um precipitado de AgCl como esse na membrana perturba o equilibrio do sistema de
referéncia. O potencial de trabalho configurado ndo pode ser mantido constante. Para superar isso ou substitua o
adaptador do eletrodo ou tente limpar a membrana com 25% de amdnia (coloque o adaptador de Teflon em 25%
de aménia durante a noite, e entdo lave abundantemente com agua).

4.3.4 Evitando flutuagdes de fluxo da bomba

A deteccdo eletroquimica é baseada em reagbes eletroquimicas das substancias analisadas (analitos) na
superficie do eletrodo de trabalho. A taxa de reagdo depende diretamente da velocidade com que os analitos sao
transportados para o eletrodo. Flutua¢gBes de fluxo da bomba podem causar uma taxa de reacdo irregular dos
analitos na superficie do eletrodo, deixando a linha de base instavel. Em andlises de elevada sensibilidade, é
recomendavel que a bomba tenha um sistema abafador de pulsos.

4.3.5 Desligando o equipamento

Caso o equipamento ndo seja usado por um periodo de até uma semana, recomenda-se deixar a fase moével
circulando através do sistema em fluxo baixo (0.2 ml/min).

Para periodos maiores sem utilizar o equipamento, seguir os procedimentos abaixo:
1. Desconectar e guardar a coluna de HPLC. Nao é necessario realizar um procedimento de lavagem da
coluna. Esta devera ser armazenada na propria fase mével em temperatura ambiente.
2. O detector deverd ser colocado no modo de stand-by.
3. O sistema de HPLC devera ser lavado com no minimo 50ml| de 4gua/metanol (1:1).
4. Os eletrodos de referéncia e de trabalho deverdo ser removidos e lavados com 4gua e armazenados secos
para uso futuro. Marcar o lado ativo do eletrodo de trabalho.

5 Separacao cromatografica

A tabela a seguir mostra os tempos de retencdo aproximados dos analitos a uma vazéao de 1,0 ml/min.

Substancia Tempo de Retencéo
VMA 3.0 min
Padrao Interno (isso-VMA) 4.0 min
5-HIAA 9.4 min
HVA 13.4 min
Padrao Interno (HICA) 14.8 min

Tabela 1: Tempos de retengéo
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A duracdo da separacao cromatogréfica (incluindo HICA) é de cerca de 20 minutos para uma vazéo de 1,0 ml/min.
Os tempos de retencdo podem variar ligeiramente, por exemplo, se houver uma alteracdo na temperatura
ambiente, se utilizar um novo lote de fase movel ou se substituir a coluna de HPLC. Portanto, use um
cromatograma de calibracdo para determinar os valores atuais.

6 Preparo da amostra

Atencdo: Antes de utilizar os reagentes do Kit, favor verificar as informacdes de seguranca contidas no Apéndice
Il.

As amostras também podem ser preparadas automaticamente com Gilson® ASPEC™. Favor verificar
Apéndice |I.

6.1 Coleta e armazenamento de amostras de urina

O material investigado deve ser urina.

Normalmente a urina de 24h é utilizada para analise. Se for dificil ou impossivel, urina espontédnea pode ser
testada. Nestes casos os resultados devem ser baseados nha creatinina.

Determinacédo de VMA/HVA [4]:

Para a determinag¢do de VMA e HVA, a urina de 24 horas deve ser coletada em um frasco adequado contendo 10
ml de 10-25 por cento de solucdo de acido cloridrico. Protegida da luz, a urina coletada dessa maneira é estavel a
temperatura ambiente por 7 dias, em +2 a +8°C por 14 dias, e abaixo de -18°C por pelo menos 3 meses.

Determinacdo de 5-HIAA [6]:

Para a determinacdo de 5-HIAA, a urina de 24 horas deve ser coletada em um frasco adequado e armazenado a
+2 a +8°C protegido da luz. A acidificacdo da urina s6 é necessaria para remessa postal ou para coleta em
temperatura ambiente. Neste caso, o frasco de coleta deve conter 10 a 20 ml de acido acético glacial.

A urina coletada dessa maneira deve ter um valor de pH de 4.0. Protegida da luz, ela é estavel em +2 a +8°C por
até 2 semanas.

Nota: A urina de coleta com &cido cloridrico deve ser ajustada com hidréxido de sédio para um pH de 4 a 6 e
analisada assim que possivel. As altas concentra¢des de cloreto na urina fortemente acida (pH < 1,0) podem levar
a recuperacdes reduzidas na preparacao da amostra.

Os seguintes alimentos possuem altas concentracfes de serotonina. O consumo resulta em um aumento da
excrecdo urinaria de 5-HIAA.Os pacientes devem evitar esses alimentos nos 3 a 4 dias anteriores e durante a
coleta de urina:

Berinjelas Melbes

Abacates Mirabelle

Bananas Abacaxis
Groselha-preta Groselha-vermelha
Ameixa Damson Tomates
Groselhas Noz

As seguintes drogas e medicamentos podem influenciar os niveis de HVA na urina:
- Aumentos do resultado analitico por: acetanilida, cafeina, cumarina, efedrina-HCI, mefenesina,
metanfetamina, metocarbamol, nicotina, paracetamol, fenacetina, fenobarbital, fentolamina.
- Diminuicdo do resultado analitico por: aspirina, clorpromazina, isoniazida, levodopa, metanamina,
prometazina, estreptozocina
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Nota:
E de responsabilidade individual do laboratério usar todos as referéncias disponiveis e/ou seus proprios estudos
para determinas critérios especificos de estabilidade para o laboratério.

6.2 Reconstituicdo do calibrador aquoso

Antes do preparo de amostras, reconstitua o calibrador aquoso (artigo 1003/B) como descrito:

1. Pipete 1000 ul 0.2 M HCI no frasco original
2. Misture bem a solucdo por 10 minutos

Os niveis de calibradores sédo rastreaveis as concentracdes iniciais das substancias puras (ver cap. 6.1)
O calibrador reconstituido com HCI deve ser preparado fresco a cada dia porque o 5-HIAA é instavel em baixo pH.
O armazenamento do calibrador reconstituido s6 é possivel se o0 a solugéo liofilizada for reconstituida com agua
ao invés de HCl e armazenada abaixo de -18°C. As aliquotas descongeladas devem ser ajustadas a uma
concentracéo de 0.2 M de HCI antes da cromatografia.
Exemplo de reconstituicdo para armazenamento abaixo de -18°C:

1. Reconstituir o padrdo com 800 pl H20.

2. Dividir em 5 aliquotas de 160 pl cada,

3. Congelar abaixo de -18°C,

4. Ap6s descongelamento, adicionar 40 uL HCI 1M a cada aliquota.

Como alternativa, o padrédo de calibracdo pode ser reconstituido com tampéo de eluicdo (950 pl + 50 pl do
finalizador), entdo o calibrador pode ser armazenado por até 5 dias em temperaturas entre +2° e +8°C.

6.3 Reconstituicdo do padrao de calibracdo em urina
Antes do preparo de amostras, reconstitua o calibrador em urina (artigo 1009) como descrito:

1. Pipete 5.0 ml de 4gua destilada no frasco original
2. Reconstitua por 10 a 15 minutos a +20 a +25°C, inverta repetidamente e suavemente

Verifique se o conteldo dos frascos esta homogéneo. Se substancias ndo dissolvidas ainda forem visiveis,
prolongue o tempo de reconstituicdo. Evite exposicédo direta a luz solar.

Os niveis de calibradores séo rastredveis as concentragdes iniciais das substancias puras. As concentracdes dos
analitos no calibrador sdo dependentes do lote. Os niveis individuais sédo fornecidos na bula do calibrador.

Atencao:

Este produto foi fabricado a partir de pool de urina humana. Um risco potencial de infeccdo ndo pode ser
inteiramente excluido. Considere todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente
infeccioso e tenha o mesmo cuidado ao manusear esse produto como se estivesse manuseando amostras de
pacientes potencialmente infectantes.

Estabilidade dos calibradores ap6s reconstituicéo:

O calibrador dissolvido em 4gua possui as seguintes estabilidades:
Tabela 2: Estabilidade do calibrador apés reconstituicédo
Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condi¢des de armazenamento
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+2 a +8°C 5 dias Protegido da luz, bem fechado

Abaixo de -18°C 3 meses* Protegido da luz, bem fechado

*Para 5-HIAA, a estabilidade é de 1 més abaixo de -18°C.

6.4 Reconstituicdo dos controles

Antes do preparo de amostras, reconstitua os controles de urina (artigos 0040, 0050) como seguinte:

1. Pipete 8.0 ml de 4gua destilada no frasco original
2. Reconstitua por 10 a 15 min em +20 a +25°C, inverta repetidamente e suavemente

Verifiqgue se o conteldo dos frascos estd homogéneo. Se substéncias nado dissolvidas ainda forem visiveis,
prolongue o tempo de reconstituicdo. Evite exposicédo direta a luz solar.

As concentragfes dos analitos nos controles sdo dependentes do lote. Os niveis individuais s&o fornecidos nas
bulas que acompanham cada controle.

Atencao:

Este produto foi fabricado a partir de pool de urina humana. Um risco potencial de infeccdo ndo pode ser
inteiramente excluido. Considere todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente
infeccioso e tenha o mesmo cuidado ao manusear esse produto como se estivesse manuseando amostras de
pacientes potencialmente infectantes.

Estabilidade dos controles apés reconstituicdo:
Os controles dissolvidos em agua possuem as seguintes estabilidades:

Tabela 3: Estabilidade dos controles apés reconstituicdo

Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condigfes de armazenamento
+2 a +8°C 5 dias Protegido da luz, bem fechado
Abaixo de -18°C 3 meses* Protegido da luz, bem fechado

*Para 5-HIAA, a estabilidade é de 1 més abaixo de -18°C.

6.5 Uso de Padrdes Internos

6.5.1 Padrao Interno iso-VMA

O padrao interno (iso-VMA, artigo 1004/B) é tamponado. A adicdo em espécimes de urina leva diretamente ao
ajuste de pH requisitado.

A concentracdo da solugéo de Padréo Interno € de 0.5 mg/l (=0.5 pg/ml) de isso-VMA.
6.5.2 Padrao Interno HICA para analise de 5-HIAA por HPLC

A adicdo do padréo interno (HICA, artigo 51303/B) durante o preparo do calibrador e de amostras de urina
aumenta a acuracia da quantificacéo de 5-HIAA.

Preparo de Padréo de Calibrac&o HICA:
1. Pipete 975 ul de 0.2M HCI no frasco original do calibrador aquoso (artigo 1003/B)
2. Adicione 25 pul de padrao interno (HICA, artigo 51303/B)
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3. Misture bem a solucéo por 10 min

O calibrador reconstituido agora esta pronto para a injegdo no HPLC.

6.6 Preparo da Amostra
6.6.1 Tamponamento das amostras de urina

Somente iso-VMA como Padréo Interno:
1. Transfira 50 ul de amostra de urina em um frasco adequado (ex. vial de 1.5 ml)
2. Adicione 1.0 ml de Padrao Interno (isso-VMA, artigo 1004/B)
3. Misture brevemente

Iso-VMA e HICA como Padréo Interno:
1. Transfira 50 pl de amostra de urina em um frasco adequado (ex. vial de 1.5 ml)
2. Adicione 1.0 ml de Padréo Interno (iso-VMA, artigo 1004/B)
3. Adicione 50 pl de Padréo Interno (HICA, artigo 51303/B)
4. Misture brevemente

N&o é necessario ajuste de pH.

6.6.2 Extracdo de amostras com Colunas de Preparo de Amostras

Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores para analises, trabalhe com as seguintes etapas na
ordem apresentada:

1. Aplique o volume inteiro de urina tamponada (ver capitulo 5.6.1) em uma coluna de preparo de amostras,
elua por succao ou centrifugacéo (até no maximo 700 x g), descarte o efluente

2. Apligue 3.0 ml do Tampé&o de Lavagem | a coluna de preparo de amostras, elua por succ¢éo ou centrifugue
(até no méximo 700 x g), descarte o efluente

3. Aplique 3.0 ml do Tampé&o de Lavagem Il a coluna de preparo de amostras, elua por succao ou centrifugue
(até no méximo 700 x g), descarte o efluente

4. Repita a etapa 3

5. Aplique 2 ml do Tampé&o de Eluigdo a coluna de preparo de amostras, elua por succao ou centrifugue (1 min
a 700 x g), colete o eluato

6. Adicione 100 pl do Finalizador ao eluato, misture brevemente

7. Injete 10-20 pl no sistema de HPLC

Atencéo:

As altas concentragfes de cloro em urinas coletadas fortemente acidificadas (pH < 1.0) resultam em uma redugéo
na capacidade de ligacéo (overload) da coluna de preparo de amostras. Neste caso dilua a espécime de urina em
1:1 com agua ultrapura (grau HPLC).

6.7 Estabilidade das amostras preparadas
As amostras preparadas para andlise como indicado na secao 5.6 possuem a seguinte estabilidade:
Tabela 4: Estabilidade das amostras preparadas

Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condi¢des de armazenamento
+2 a +8°C 3 dias Protegido da luz, bem fechado, frascos de vidro

E fortemente recomendavel ndo armazenar amostras preparadas por periodos prolongados mesmo congeladas
(abaixo de -18°C).
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7 Resultados e avaliacéo

7.1 Calibracdo do sistema

Para calibrar seu sistema de andlise e verificar 0 desempenho de separacdo do sistema HPLC, realize varios
testes antes de analisar amostras de pacientes. Utilize para isso o calibrador de urina preparado (artigo 1009) ou o
calibrador aquoso (artigo 1000/B). As concentracdes dos analitos nos calibradores dependem do lote. Os niveis
exatos sao fornecidos no folheto acompanhante.

Injete repetidamente uma aliquota do calibrador de urina preparado ou do calibrador aquoso até que dois
cromatogramas sucessivos sejam aproximadamente idénticos em termos de tempos de retencédo, resolucdo de
pico e areas e alturas de pico. Utilize o cromatograma da Ultima injecdo de teste para calibracdo do sistema de
analise (software para PC, integrador).

Para verificar se as condicdes de HPLC (tempos de retencdo, parédmetros de calibracdo) permaneceram
constantes durante a analise, injete novamente o calibrador durante e no final de uma série de amostras. Selecione
o método de padréo interno para calibragdo em seu sistema de analise.

7.2 Quantificacdo com Padréao Interno

A utilizacdo de um padréo interno permite compensar potenciais perdas durante a preparacdo da amostra. Uma
guantidade conhecida do padrédo interno é adicionada a cada amostra (calibrador, controles, amostras de
pacientes). O PC ou integrador recebe o pico apropriado (para analise VMA/HVA/5-HIAA iso-VMA e HICA no
cromatograma do calibrador) da execucéo de calibracdo como padrao interno.

Concentra¢fes do padréo interno nas solucgdes:
Iso-VMA (artigo 1004/B): 0.50 pg/mL
HICA (artigo 51003/B): 10.0 pug/mL

Exemplo: S&o adicionados 1,0 ml de padréo interno (0.5 ng/mL iso-VMA) em 50 pl de urina. A concentracao final
de padrao interno na amostra é de 10 pg/mL (= 10 mg/L) iso-VMA.

Com HICA-ISTD:
Sao adicionados 50 ml de padrdo interno (10 ng/mL HICA, ver cap. 6.6, 6.7) em 50 pl de urina. A concentracao
final de padrdo interno na amostra € de 10 pg/mL (= 10 mg/L) HICA.

No software, colocar “10 mg/I” como concentragdo do padrao interno nas amostras de urina a serem quantificadas.
Para calculo da excre¢do em 24h de metabdlitos das catecolaminas os dados devem ser multiplicados pelo volume

da urina em litros. O calibrador e o padrao interno sdo rastreaveis a substancias de referéncia compradas de um
fornecedor certificado.

8 Controle de Qualidade

Os controles devem ser incluidos em todas as séries de andalise para monitorar a exatiddo e precisdo do sistema
(controles Chromsystems n° 0040 e 0050).

Se as andlises desses controles fornecerem resultados fora da média dada no folheto de informagdes, o sistema
deve ser checado e, se necessario, recalibrado.

9 Valores de referéncia

As faixas de referéncia para aminas biogénicas variam consideravelmente e sao altamente dependentes da idade
e do género. N6s recomendamos a determinacao de faixas especificas de referéncia para cada laboratério.
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Tabela 5: Faixas de referéncia da literatura [4]

Coletivo de paciente Faixa de Referéncia

VMA
Criancas
0-2 semanas 0-850 ug/24h
2-8 semanas 0-1300 pg/24h
2-6 meses 0-1500 pg/24h
7-12 meses 0-1700 pg/24h
1-5 anos 0-2200 pg/24h
6-10 anos 0-3600 pg/24h
11-15 anos 0-4800 pg/24h
Adultos 1600-7300 pg/24h

Tabela 6: Faixas de referéncia da literatura [6]

Coletivo de paciente Faixa de Referéncia

VMA
Criancas
0-1 ano < 18800 ug/g creatinina
2-4 anos < 11000 pg/g creatinina
5-9 anos < 8300 pg/g creatinina
10-19 < 8300 ug/g creatinina
Adultos < 5500 pg/g creatinina

Tabela 7: Faixas de referéncia da literatura [8]

Coletivo de paciente Faixa de Referéncia

CHROMSYSTEMS

HVA 5-HIAA

0-1500 pg/24h -
0-2000 pg/24h -
0-2900 pg/24h -
0-3400 pg/24h -
0-4800 pg/24h -
0-6900 pg/24h -
0-8800 pg/24h -

1800-6900 pg/24h < 8200 pg/24h

HVA 5-HIAA

< 32600 ug/g creatinina
< 22000 pg/g creatinina
< 15100 pg/g creatinina
< 7600 pg/g creatinina

1800-6900 pg/24h 2000-8000 pg/24h

VMA HVA
Criancas
0-3 meses 3000-18900 pg/24h 640-35000 pg/24h
3-6 meses 2900-21800 pg/24h 12500-32100 pg/24h
6-12 meses 4900-16900 pg/24h 9000-31400 pg/24h
1-2 anos 2500-15500 pg/24h 5700-27300 pg/24h
2-5 anos 2100-10300 pg/24h 2700-23500 pg/24h
5-10 anos 1100-7600 pg/24h 1100-16500 pg/24h
10-15 anos 1000-5600 pg/24h 1100-9700 pg/24h
15-20 anos 700-21800 pg/24h 1400-5800 pg/24h
20-25 anos 400-4300 pg/24h 600-5200 pg/24h
Nota:

As faixas de referéncia citadas aqui sdo retiradas da literatura e sdo somente consultivas. Favor notar que ndo ha
faixas de referéncia universais para aminas biogénicas em urina. Os resultados obtidos usando diferentes métodos
de testes ndo podem ser comparados. Os laboratérios devem indicar 0 método usado para analises para permitir a

interpretacdo acurada dos resultados.

10 Fatores de conversao

A seguinte tabela lista os fatores de conversdo entre massa e concentracdo molar e vice-versa.

Tabela 8: Fatores de conversao
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Substancia analisada mg/l para pmol/l pmol/l para mg/l
VMA x 5.04 x 0.198
HVA x 5.49 x 0.182
5-HIAA x 5.23 x 0.191

11 Armazenamento e validade dos reagentes

Reagentes ndo abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rotulo, desde que as
condicdes de transporte e estocagem indicadas no rétulo sejam obedecidas. Transporte e armazene de acordo
com as seguintes condicdes:

Tabela 9: Condi¢cdes de transporte para o kit de reagentes

Produto Temperatura de transporte
Kit de reagente (artigo 1000/B) +18 a +30°C

Desempacote imediatamente os reagentes apoés o transporte e armazene individualmente como definido abaixo:

Tabela 10: Condi¢Bes de armazenamento dos reagentes

Produto Armazenamento
Fase Movel (artigo 1011, 1012) +18 a 30°C
Padréao de Calibracdo aquoso (artigo 1003/B) +2a+8°C
Padréao de Calibracdo em Urina (artigo 1009) +2a+8°C
Padréo Interno (artigo 1004/B) +2a+8°C
Tampao de Lavagem 1 (artigo 1005) +18 a 30°C
Tampéo de Lavagem 2 (artigo 1006) +18 a 30°C
Tampé&o de Eluicao (artigo 1077) +18 a 30°C
Finalizador (artigo 1013) +18 a 30°C
Controles em urina nivel | e Il (artigos 0040, 0050) +2a+8°C

Os reagentes devem ser fechados e armazenados nas condi¢des estabelecidas tdo logo sejam utilizados. Se nada
tiver sido estabelecido anteriormente, a validade de um reagente em uso devera ser de 1 ano apos sua abertura,
ndo excedendo o seu respectivo prazo de validade. Para calibradores e controles, ver os capitulos 5.2, 5.3 e 5.4
deste Manual.

12 Descarte de residuos

A Fase Movel contém solventes organicos e deve ser descartada como residuo livre de halogénios.

O Finalizador € uma base forte, e 0 Tampéao de Eluicdo é um acido forte. Neutralize os residuos dos produtos e
descarte em um recipiente para solugdes salinas.

Os residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas, assim como controles e calibradores, devem ser
coletados e descartados como lixo potencialmente infeccioso.

As solugdes mencionadas nao devem ser descartadas juntamente com lixo doméstico. N&o circule no
abastecimento principal de agua. Descarte de acordo com a diretiva 2008/98/EC e de acordo com as exigéncias
locais e nacionais. Os contéineres de lixo devem ser armazenados apropriadamente e o acesso sé deve ser
permitido a pessoas autorizadas.
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13 Exemplos de cromatogramas

Os seguintes gréficos fornecem alguns exemplos de cromatogramas criados com o uso deste método.
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Figura 5: Cromatograma de um calibrador (isso-VMA e HICA como padréo interno); fluxo de 1.0 mil/min.
Concentragdo dos analitos: VMA: 0.25 mg/l; 5-HIAA: 0.25 mg/l; HVA: 0.25 mg/l
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Figura 6: Cromatograma de um controle de urina (isso-VMA e HICA como padrao interno); fluxo: 1.0
ml/min. Concentracdo dos analitos: VMA: 15.5 mg/l; 5-HIAA: 21.5 mg/l; HVA: 14.1 mg/|
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Figura 7:
Cromatograma de amostra de paciente (isso-VMA e HICA como padréo interno); fluxo: 1.0 ml/min.
Concentragdo dos analitos: VMA: 46.3 mg/l; 5-HIAA: 2.8 mg/l; HVA: 21.0 mg/l

14 Limitacdes Clinicas

Nao ha faixas de referéncias universais aplicaveis para os analitos do kit de reagente de VMA, HVA, 5-
HIAA em urina. Os resultados obtidos usando diferentes métodos de teste ndo podem ser comparados.
Os laboratorios devem indicar o método usado para analise para permitir uma interpretacdo acurada dos
resultados.

Os usuérios devem especificar suas proprias faixas de referéncia baseados em avaliacdo clinica.
Fatores de conversdo entre diferentes métodos de analise ndo devem ser usados para prever resultados
para um paciente especifico.
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Problema Possivel causa Solucéo
Linha de base Sistema de HPLC contaminado com substancia Procedimento de peroxidacao
instavel eletroquimicamente ativa passiva com &cido nitrico,

Rachaduras no diafragma

Depdsito de substancias no diafragma do

sistema de referéncia

incluindo bomba, tubulacdes e
sistema de injecéo

Substituir o adaptador de Teflon

Limpar o diafragma com amonia
25% ou substituir

Flutuagédo ritmica da
linha de base

Desgaste de unidades da bomba de HPLC

Superficie do eletrodo de trabalho contaminada

Danos no interior da célula de detecgéo

Vazamento na célula do detector

Bolhas de ar na bomba

Checar vazamentos na bomba
e chamar o servigo técnico se
necessario

Limpar o eletrodo de trabalho

Substituir a célula ou chamar o
servigo técnico

Checar vazamentos na célula e
cuidadosamente realizar
pequenos ajustes ou substituir
pecas desgastadas

Checar a bomba, remover
bolhas de ar do sistema

Ruidos de linha de
base

Sistema néo estéa equilibrado

Alteracdo de temperatura ambiente

Recircular a fase mével por um
periodo maior

Fornece temperatura ambiente
constante, coluna do termostato
se ocorrerem grandes variacdes
frequentes de temperatura

Corrente de fundo
elevada

Sistema de HPLC contaminado com substancia

eletroquimicamente ativa

Fase mével contaminada

Coluna de HPLC contaminada

Superficie do eletrodo de trabalho contaminada

Procedimento de peroxidagéo
passiva com acido nitrico,
incluindo bomba, tubulactes e
sistema de injecao

Substituir a fase mével
Substituir a coluna

Limpar o eletrodo de trabalho

Perda de
sensibilidade do
sinal ou perda de
sinal

Superficie do eletrodo de trabalho contaminada

Falha no potencial de trabalho

Limpar o eletrodo de trabalho

Verificar o potencial entre o
eletrodo de trabalho e o de
referéncia; se estiver muito
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baixo, acionar o servico técnico

Problema

Possivel causa

Solucéo

Alteracdo nos
tempos de retencdo

Variac6es de temperatura ambiente

Fluxo irregular

Usar forno para coluna

Checar bomba de HPLC
(vazamentos, bolhas de ar).
Medir o fluxo, se estiver
irregular checar o sistema para
bolhas; chame a assisténcia se
necessario

Picos duplos

Volume morto nas juncdes e tubulactes

Volume morto na coluna de HPLC

Volume morto no sistema de injecéo

Refazer juncbes e substituir
tubulacbes

Substituir a coluna

Verificar loop de injegcéo e
falhas em pecas do sistema

Presenca de picos
interferentes

Sistema de inje¢cdo contaminado

Seringa de injecao contaminada

Sistema contaminado com substancias
eletroquimicamente ativas

Coluna contaminada

Pecas de material inapropriado no sistema de

injecdo

Lavar o sistema de inje¢cdo com
agua, seguido de isopropanol;
para a limpeza de injetores
manuais, girar a valvula
frequentemente durante a
limpeza. Na limpeza de
amostrador automatico, ativar o
processo de injecdo varias
vezes, seguindo a orientagcdo
contida no manual do
equipamento

Lavar a seringa com
isopropanol e agua; lavar com
acido nitrico 15-20% se
necessario

Procedimento de peroxidagéo
passiva com acido nitrico,
incluindo bomba, tubulactes e
sistema de injecao

Substituir a coluna
Substituir valvulas e selos de

injecéo feitos de Vespel® por
materiais feitos de Tefzel®

Picos com ombros

Volume morto na coluna de HPLC

Substituir a coluna

Picos com cauda
(Tailing)

Coluna de HPLC muito velha

Substituir a coluna

Alta presséo na
coluna

Acumulo de particulas na pré-coluna ou na

prépria coluna

Trocar o cartucho da pré-coluna
ou a propria coluna
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Sistema de injegdo obstruido Enxague o sistema de injecao
com &gua, depois com
isopropanol e novamente com
agua

16 Literatura

1.

Lattke P, Peitzsch M, Darr R, Siegert G, Eisenhofer G. (2013) Labordiagnostik
Katecholamiproduzierender Tumoren. J Lab Med 37(4): 187-97.

Kloppel G, Perren A, Heitz PU. (2003) Vom Karzinoid zum neroendokrinen Tumor. Dtsch
Arztebl 100:A 1932-42.

Eisenhofer G, Peitzsch M. (2014) Laboratory evaluation of pheochromocytoma and
paraganglioma. Clin Chem 60(12): 1486-99.

Gressner AM, Arndt T (Hrsg.) Lexikon der Medizinischen Laboratoriumsdiagnostik. 2. Aufl,
Band 1, Springer Medizin Verlag Heidelberg (2013).

Grouzmann E, Lamine F. (2013) Determination od catecholamines in plasma and urine. Best
Pract Res Clin Endocrinol Metab 27(5): 713-23.

Thomas L (Hrsg). Labor und Diagnose. 8. Aufl, Verlag TH-Books Frankfurt/Main (2012).

Feldman JM. (1986) Urinary serotonin in the diagnosis of carcinoid tumors. Clin Chem
32(5):840-4.

Pussard E, Neveux M, Guigueno N. (2009) Reference intervals for urinary catecholamines and
metabolites from birth to adulthood. Clin Biochem 42(6):536-9.

Pagina 24 im 1000 - REV08 - EN 8 - 08-2023 — VMA, HVA E 5-HIAA EM URINA POR HPLC



CHROMSYSTEMS

Apéndice I: Preparo automatizado de amostras com Gilson®
ASPEC™

ASPEC™ Racks

Os arquivos Chromsystems ASPEC™ para VMA, HVA e 5-HIAA em urina requerem as seguintes
estantes de amostras e reagentes:

- Estante de amostras, cédigo 28
- Estante de solventes, codigo 61
- Estantes méveis DEC, codigo 101 (até 3), com vials de coleta e estantes de coleta adequados

Configurando as estantes:

Reagente Estante Posicao
Amostras Estante de amostras 1-52
Vials vazios Estante de amostras 55-106 (mesmos numeros das
amostras)
Finalizador (1013/A) Estante de amostras 107-108
Padréo Interno (1044/B/A) Estante de solventes 109
Tampao de Lavagem 1 (1005/A) Estante de solventes 110
Tampao de Lavagem 2 (1006/A) Estante de solventes 111
Tampao de Eluicao (1077/A) Estante de solventes 112
Colunas de preparacéo de amostras Estantes DEC 113-120
(1008/A)
Vials de Coleta Estante de coleta Mesmos numeros dos cartuchos
SPE
Agua destilada Reservatorio
Opcao:

Para posterior melhora da andlise de 5-HIAA, HICA (artigo 51303/B) pode ser usado como padrao
interno adicional. Neste caso, os ajustes das estantes devem ser modificados de acordo com a seguinte
tabela:

Reagente Estante Posicéo
Amostras Estante de amostras 1-51
Vials vazios Estante de amostras 55-105 (mesmos nimeros das
amostras)
Padréo Interno (HICA; 51303/B) Estante de amostras 106
Todos os outros itens como Solvente, DEC, estantes de Como acima
acima coleta

Antes de se iniciar uma sequéncia de andlises, o diluidor deve ser lavado manualmente com solvente do
reservatorio (Menu Manual — Prime dilutor)!

Volumes de reagentes requeridos:
Para cada amostra, os seguintes volumes de reagentes sdo requeridos:

Reagente Volume
Finalizador (1013/A) 100 pl*
Padrao Interno (1044/B/A) 1.0 ml
Tampéao de Lavagem 1 (1005/A) 2.0ml
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Tampé&o de Lavagem 2 (1006/A) 4.0 ml
Tampao de Eluicdo (1077/A) 2.0 ml
Se usado:

Padréo Interno (HICA; 51303/B) 50 ul

Cada garrafa de solvente deve conter o volume de solvente suficiente para o nUmero de amostras a ser
preparada mais um volume adicional de aproximadamente 30 ml.

¢ Para o finalizador: Dependendo do numero de amostras, primeiro complete o vial namero 107 com
até 3.5 ml. Se mais de 35 amostras forem processadas, complete com o volume adicional
requerido de finalizador no vial numero 108.
Principio dos arquivos de trabalho do ASPEC™
O ASPEC™ mistura 50ul de cada espécimen de urina com 1.0ml de Padrdo interno em um novo vial
vazio. O Padrdo Interno contém um tampdo para diluicdo e ajuste de pH, dessa forma, nédo é

necessaria nenhuma correcao de pH antes da extragéo!

A urina diluida é entdo submetida ao preparo de amostra completo (SPE com as etapas de lavagem e
eluicdo). Os eluatos obtidos estéo prontos para injecédo no sistema de HPLC.

O disco de arquivos de trabalho contém os seguintes arquivos:

“VMA”:

ASPEC™ deve ser adequadamente conectado ao sistema de HPLC! Este arquivo controla o preparo
completo de amostras para VMA, HVA e 5-HIAA em urina. Os eluatos preparados sdo automaticamente
injetados no sistema de HPLC, e a cromatografia é iniciada. Durante a corrida de HPLC as proximas
amostras sao preparadas.

O volume de injecao é ajustado para 20 pl; isto pode ser alterado na etapa #19 — INJECT.

A etapa #21- WAIT da programacdao € usada para coordenar os intervalos de injecdo de acordo
com o tempo de corrida do cromatograma e o tempo de preparacao das amostras; isto deve ser
alterado se necessério.

“VMA_H”:

O mesmo que para “VMA”, mas HICA é usado como padrao interno adicional para a analise de 5-HIAA.

Etapa INJECT é em #21
A etapa WAIT para adaptacdo do tempo de corrida da cromatografia € em #23

“VMA_N”/"V_H_N":
ASPEC™realiza somente o preparo de amostras, as amostras ndo séo injetadas no sistema de HPLC!

Ajustes de configuracéo:

Estes arquivos de trabalho sdo designados para controle do ASPEC™ via teclado.

Pagina 26 im 1000 - REV08 — EN 8 - 08-2023 — VMA, HVA E 5-HIAA EM URINA POR HPLC



CHROMSYSTEMS

Alguns itens no menu CONFIG devem ser checados e, se necessario, adaptados a atual configuracédo
do equipamento ASPEC™.

Configuracdo do SAMPLER:

Model

Arm

Rinsing station depth: e.g. 80mm
Rinsing station positions: A and/or B, C
Injection loop(s): position and volume
Calib. tubing volume

ID number

Configuracdo do DILUTOR
Type

Left syringe volume

Right syringe volume
Transfer tubing

ID number
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Apéndice Il: Informacdes de seguranca

As seguintes informac8es devem ser observadas e as respectivas medidas de seguranca deverdo ser adotadas.
Maiores informacdes podem ser obtidas nos respectivos folhetos de seguranca dos materiais
(www.chromsystems.de) ou mediante solicitacéo.

Produto Risco
Fase Modvel (artigo 1011,1012) Perigo

H302+H312+H332 Nocivo por inalacdo, ingestdo e contato com a
pele.
H371 Pode causar danos aos 6rgéaos.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, prote¢céo nos
olhos e na face.

P301+P312 Em caso de ingestao: ligue imediatamente para um
centro de intoxicacdo ou médico.
P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave abundantemente

com sabdo e agua.
P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter bem
fechado.

Tampao de Eluicdo (artigo 1077) Perigo

H315 Irritante a pele.
H319 Irritante aos olhos.
P280 Utilizar roupa de protecdo, luvas adequadas, prote¢éo nos

olhos e na face.

P305+P351+P338 Em caso de contato com os olhos: Lave

cautelosamente com agua por varios minutos. Remova lentes de

contato, se presentes e de facil remocéo. Continue lavando.
Finalizador (artigo 1013) Perigo

H290 Pode ser corrosivo a metais.

H314 Causa gqueimaduras severas e danos aos olhos.

P280 Utilizar roupa de protecao, luvas adequadas, prote¢éo nos
olhos e na face.

P305+P351+P338 Em caso de contato com os olhos, lavar

cautelosamente com agua por varios minutos. Remova lentes de
contato, se presentes e de facil remoc¢éo. Continue lavando.
P309+P311 Em caso de acidente ou mal-estar, procurar auxilio
médico imediatamente.
P301+P330+P331 Se ingerido, lave a boca e ndo induza ao vomito.

Esses componentes ndo sédo classificados como perigosos de acordo com a legislacdo da Unido

Europeia:

Padréo de calibracdo (artigo 1003/B)

Padrédo de calibragdo em urina (artigo 1009)

Padréo interno (artigo 1004/B)

Tampéo de lavagem 1 e 2 (artigos 1005 e 1006)

Padréo Interno HICA (artigo 51303/B)

Mix de otimizacao de potencial (artigo 1099)

Controles enddcrinos de urina (artigos 0040 e 0050)
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Apéndice lll: Calculo manual

Para o calculo manual, os seguintes dados séo requeridos:

Area ou altura do pico de: Abreviacado
Substancia A (ex. VMA) no cromatograma da amostra = Aamostra
Substancia A (ex. VMA) no cromatograma do padrao de calibracao =Apadrao
Padrao Interno (ex. iso-VMA) no cromatograma da amostra =1SAmostra
Padrao Interno (ex. iso-VMA) no cromatograma do padréo de calibracédo =1Spadrao

A concentragdo Canaiise;amostra N@ @amostra é entdo calculada como a seguir:

CAnéIiseyAmostra( mg/L) = Aamostra X |Spadrzo X fator x 40
APadréo X |SAmostra

Sendo os fatores das substancias:
VMA: 0,25
HVA: 0,25
5-HIAA: 0,25
HICA: 0,25

Célculo da recuperacao:

Recuperacao (%) = area ou altura do pico Iso-VMA no cromatograma da amostra x 100
area ou altura do pico Iso-VMA no cromatograma do calibrador

Nota: a avaliagdo quantitativa do 5-HIAA requer recuperacdo maior de 50%. Para melhorar a
determinacé&o de 5-HIAA com HIAA como padréo interno veja o cap. 5.5.2.
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Apéndice IV: Validacao

Para avaliar a linearidade e validacdo do método, as amostras de urina foram enriquecidas com
guantidades definidas de VMA, HVA e 5-HIAA. Mdltiplas aliquotas dessas preparacdes passaram pelo
procedimento de preparacdo da amostra.

Recuperacao
A recuperacdo foi determinada a partir do slope das curvas de calibracdo de amostras de urina e
solu¢des padrdes diluidos:

Tabela 16: Taxas de recuperacao

Substancia analisada Recuperacao
VMA 70%
HVA 82%
5-HIAA 66%
Padrao Interno (iso-VMA) 78%
Padréo Interno (HICA) 72%

Linearidade e limite de quantificac&o
O método ¢é linear a partir do limite de quantificacéo (LLOQ) designado até o limite superior (faixa linear):

Tabela 19: Limite de quantificacéo e linearidade

Analito LLOQ, aprox.* Limite de quantificacdo (até pelo menos)
VMA 0.2 mg/l 78 mg/l
HVA 0.2 mgl/l 51 mg/l

5-HIAA 0.2 mg/l 76 mg/l

*QO limite de quantificagdo depende das condi¢des do eletrodo de trabalho.

Preciséo intra-ensaio
A determinagdo da precisdo intra-ensaio foi realizada a partir de mdltiplos preparos (n = 10) e
determinacédo das concentracdes dos analitos de mesmo espécime em 3 concentracdes diferentes:

Tabela 18: Precisao intra-ensaio

Substancia analisada Coeficiente de variacdo (concentracdo do analito)
n=10 n=10 n=10
VMA 0.6% (4,56 mgl/l) 0.8% (16.0 mg/l) 1.3% (9.79 mg/l)
HVA 1.1% (4,49 mg/l) 1.0% (13.5 mgl/l) 1.3% (8.98 mg/l)
5-HIAA 3.8% (3.34 mgl/l) 1.7 (11.4 mg/l) 3.0% (6.84 mgl/l)
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Preciséo inter-ensaio
A determinacdo da precisdo inter-ensaio foi realizada a partir de 4 preparos e da determinacdo das

concentracdes dos analitos em pool de urina (niveis normais e patolégicos) em 20 séries de testes em
duplicata.

Substancia analisada Coeficiente de variacdo (concentracdo do analito)
n =80 n =80

VMA 2.1% (4.51 mgl/l) 2.0 % (15.5 mgl/l)

HVA 1.9 % (4.38 mg/l) 1.8 % (13.1mg/l)

5-HIAA 4.5 % (3.98 mg/l) 4.2 % (12.3 mg/l)
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Apéndice V: Declaracao de Conformidade

CHROMSYSTEMS
DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/NS

according to directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Haag 12
82166 Grafelfing, Germony

declare on our own responsibility, that herein ofter called in vitro diagnostic medical
devices for the HPLC determination of:

GMDN Code 60606, term “HVA/VMA/SHIAA VD, kit, liquid chromatography”

EDMA Nomenclature term:  Vanillylmandelic acid
EDMA Nomenclature code: 12-09-02-17-00

IVDD Classification: other product
Reagent Kit: 1000/B - VMA, HVA und 5-HIAA in Urine
Calibrators: 1009 - Urine Calibration Standard
1003/B - Calibration Standard
Controls: 0040 - Endocrine Urine Control, Normal Range

0050 - Endocrine Urine Control, Pathological Range

meet all applicable requirements of the directive 98/79/EC.
Conformify assessment procedure: Annex Il of the directive 98/79/EC

Applied harmonized standards:

EN ISO 13485, EN 13612, EN 13641, EN ISO 14971, EN 18113-1, EN 18113-2,
EN 15223-1, EN 17511, EN 23640

Notified body: -
Grafelfing, April 11%, 2019 /
o — ;.(;)4// & P
Michae!l Meier
Managing Director
EC dedaration valid until May 26*, 2022 Vars. 3.0

Chrarrpsiens AnHeeg 12 Toeloe 4937 133304 noibed@dvonters an Bosagnuntspsian retfiker nock
lastrements & Chemicoki Gabll §2164 Gntiatfing /Bermany Tolekn: <4949 13930 13§ oo RS 00 DINEN 150 3001, ONEN 50 13435, 150 L3465 OVIR
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Apéndice VI: Simbolos

NGOs usamos simbolos EN ISO 15223-1 em nossos rétulos, especificacées e embalagens. O significado
de cada simbolo é apresentado na tabela abaixo:

Tabela 22: Simbolos

Simbolo Significado

J Fabricante
g Usado por

REF Numero de referéncia
LOT NGmero do lote
i Veja instru¢des de uso
/ﬂ/ Limite superior de temperatura: Armazene abaixo de determinada temperatura
/ﬂ/ Limite de temperatura: Armazene dentro de determinada faixa de temperatura
- B
V Suficiente para <n> aplicacdes
Ferramenta de diagnaostico in vitro
IVD J
r 4
Numero de série
SN
L _
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