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1 Informacdes gerais

CHROMSYSTEMS

N° do Produto
artigo
2020 Kit de reagentes para analise por HPLC de Metanefrinas em urina.
Para 100 analises.
Componentes do Kit:
Fase movel 1000 ml
Padréo de calibracéo 10 ml
Padréo Interno 10 ml
Solucédo tampéo de neutralizacéo 2 x 300 ml
Tampao de lavagem 2 x 250 ml
Solugéo tampéao de eluicdo 2 x 250 ml
Colunas de preparacdo de amostras 100 unid
Componentes disponiveis separadamente:
2021 Fase movel 1000 ml
2022 Fase movel 10 x 1000 ml
2023 Padréo de calibracéo 10 ml
2009 Padrao de calibracéo liofilizado em urina 5x5ml
2024 Padréo Interno 10 ml
2044/HR | Padrao Interno / Alta Resolucéo 10 ml
2025 Solucdo tampéo de neutralizacéo 300 ml
2026 Tampao de lavagem 250 ml
2027 Solucéo tampéo de eluicéao 250 mi
2028 Colunas de preparacdo de amostras 100 unidades
Acessorios
2120 Coluna de HPLC, equilibrada e certificada 1 peca
15009 Pré-filtro em PEEK 5 pecas
15010 Suporte para pré-filtro 1 peca
18001 Suporte para cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
18002 Cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
2010 Tubos com tampa de rosca 50 pecas
2099 Mix de interferéncia para metanefrinas 10 mi
Controles (liofilizados)
0040 Controle enddcrino em urina, nivel normal 10 x 8 ml
0050 Controle endécrino em urina, nivel patolégico 10 x 8 ml
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2

As aminas biogénicas normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina, que s&do a maioria dos metabdlitos do
metabolismo da catecolamina (ver figura 1), sdo pardmetros importantes para o diagnéstico de feocromocitoma,
neuroblastoma, ganglioneuroma e melanoblastoma. Sua analise, em conjunto com a noradrenalina, dopamina,
acido vanililmandélico e acido homovanilico, reduz substancialmente o risco de resultados falso positivos.
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Figura 1 — Metabolismo das Catecolaminas e Metanefrinas

Uso especifico:

O kit de reagentes de metanefrinas em urina da Chromsystems é uma ferramenta de diagndstico in vitro para ser
usada em laboratérios clinicos para deteccdo quantitativa de metanefrina, normetanefrina e 3-metoxitiramina em
amostras de urina de pacientes através de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com deteccao
eletroquimica. Foi desenvolvido como teste de monitoracdo de pacientes com suspeita de tumores secretores de
catecolaminas.

Principio do Kit:

Esse kit foi designado para uma determinagdo confiavel de normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina na
urina. As metanefrinas estdo presentes na urina em forma de conjugados com glucoronido e sulfato sendo aplicada
uma etapa inicial de hidrdlise acida para obtencao da sua forma desconjugada. A diluigdo subsequente da amostra
hidrolisada com o tampédo de neutralizacdo ajusta o pH para a subsequente extracdo em fase solida. O ajuste
correto do valor do pH é verificado pela alteragcao de cor do amarelo para o roxo. A determinagao cromatogréfica é
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uma corrida em um sistema isocratico de HPLC com detector eletroquimico. Uma coluna otimizada de HPLC e a
fase mével garantem uma separacéo segura de possiveis interferéncias.

3 Teoria dadeteccao 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 reagfes de oxidacao ou reducdo (potencial de polarizacéo), € aplicado o eletrodo
de referéncia (geralmente Ag/AgCl) e o eletrodo de trabalho. O eletrodo auxiliar atua na manutencéo do potencial e
previne a flutuacdo de corrente no eletrodo de referéncia. Qualquer substancia eletroquimicamente ativa que passe
através da célula de deteccdo sera oxidada ou reduzida. As transformacdes 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 numero limitado de grupos funcionais e estruturas quimicas sdo susceptiveis a
processos de oxi-reducdo, em um especifico potencial de trabalho, a detecc¢@o eletroquimica ndo é apenas
caracterizada por sua alta sensibilidade, mas também por sua elevada seletividade.

3.2 Influéncia do potencial de trabalho na deteccéo eletroquimica

A selecéo do potencial de trabalho apropriado é extremamente importante para a seletividade da analise. Deve-se
escolher um potencial de trabalho que produza um sinal maximo de deteccao para a substancia de interesse e, ao
mesmo tempo, nenhum sinal para possiveis substancias interferentes, normalmente presentes na amostra
analisada. A relagéo entre o sinal de deteccéo e o potencial do eletrodo de trabalho pode ser verificada na figura
abaixo.

4
Signal
(nA or
peak
height/

peak area)

Py P2 P3 = Popt.
Working potential [mV]

Correlacdo entre potencial de trabalho e detector de sinal.

Analisando o grafico anterior, pode-se observar que em um potencial igual ou menor do que Pi1 a energia
disponivel é insuficiente para a transformacdo das moléculas de uma determinada substancia, quando em contato
com a superficie do eletrodo de trabalho. Aumentando o potencial para P2, a energia disponivel aumenta
proporcionalmente, de forma que uma parte das moléculas séo transformadas quando alcancam o eletrodo de
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trabalho. J& no potencial Ps, a energia é suficiente para transformar todas as moléculas da substancia analisada. A
partir desse ponto, nenhum acréscimo de sinal € obtido com o aumento do potencial. O sinal de deteccdo passa a
ser dependente somente da concentracéo da substancia analisada (platé de difusédo controlada).
Uma vez que nenhum acréscimo de sinal é possivel apos alcancar o platd, ndo é necessario medir o sinal em
potenciais maiores do que Ps. De fato, em potenciais maiores, a seletividade da andlise fica comprometida, e um
namero cada vez maior de substancias interferentes pode ser transformada eletroquimicamente.

3.3 Otimizacao do potencial de trabalho

Um potencial de trabalho correto é de grande importancia para a seletividade da analise eletroquimica e também
deve ser otimizado ao longo do tempo para garantir a sensibilidade maxima e minima interferéncia.

Experiéncias tém demonstrado que a curva de potencial de trabalho versus sinal cromatografico para uma dada
substancia 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 detecgéo eletroquimica, deve
ser determinado empiricamente, através de injecdes um padrao em diferentes potenciais de trabalho.

Para a otimizacéo da analise de metanefrinas em urina é utilizado uma solucéo aquosa padrao (artigo 2023).

O seguinte procedimento para otimizacao é recomendado:

1. Ajuste o potencial de trabalho em +740 mV e injete o padréo de calibragao (artigo 2023) Determine a area ou
a altura do pico no cromatograma obtido.

2. Aumente o potencial de trabalho em 40mV. Injete novamente o padrdo de calibracdo (artigo 2023) e
determine a &rea ou a altura do pico.

3. Se a area ou a altura aumentar em mais de 15%, repita a etapa 2 do procedimento. Caso a area ou a altura

ndo se altere significativamente, reduza o potencial em 40mV.
Mantenha esse cromatograma como referéncia.

O potencial de trabalho obtido por este método geralmente encontra-se entre +780 mV e +840 mV (Com eletrodos
de referéncia de Ag/AgCl) e néo é influenciado por manutencdes de rotina na célula de medigcdo do detector, tais
como reposi¢do da solugéo de KCI ou ativac@o do eletrodo de trabalho. Entretanto, ap6s reparos ou manutengdes
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 andlise o padrdo de calibragdo deve ser injetado e 0 cromatograma resultante deve ser
comparado com o cromatograma de referéncia. Se houver diferengas significativas o potencial de trabalho deve
ser re-otimizado.

Como regra base de otimizacdo do potencial de trabalho podem ser consultadas as relagfes entre as alturas dos
picos no padrdo de calibracdo aquoso (artigo 2023). Com o potencial ajustado corretamente o pico do padréo
interno € o duas vezes mais alto do que pico da normetanefrina (primeiro pico do cromatograma apds o pico de
injecdo). Essa regra sO serve para controlar se o potencial estiver ajustado muito baixo. Se o potencial estiver
ajustado muito alto, podem ocorrer picos de interferéncia no cromatograma. A figura abaixo mostra a otimizacéo do
potencial de trabalho graficamente.
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Figura 3 — Otimizacao do potencial de trabalho

4 Sistemade HPLC

Atencdao: Antes de utilizar os reagentes do Kit, favor verificar as informacdes de seguranc¢a contidas no capitulo 10
deste manual.

4.1 Instalando o equipamento

Conecte a coluna analitica na direcéo correta do fluxo da bomba de HPLC. Permita que aproximadamente 20 mL
de fase movel passe através da coluna, com um fluxo de 1mL/min. Em seguida, conecte a tubulacdo de saida da
coluna na entrada do detector. Nao é necessario desgaseificar a fase mével antes do uso. Quando o sistema
estiver equilibrado, e a variacdo de corrente da linha de base seja menor do que 5 nA, a fase mdvel pode ser
colocada no modo de recirculagdo. (pela tubulacdo de saida da coluna até o frasco da fase mével).

Recomenda-se uma mistura de 4gua ultrapura com 5-10% de metanol como solugédo de limpeza do sistema de
injecdo do equipamento de HPLC.

Para maiores informag8es sobre a operacédo do sistema de HPLC e outros cuidados necessarios, favor consultar
0s manuais apropriados do fabricante do equipamento.

4.2 Parametros cromatograficos

Detector:

Selecione um potencial de trabalho para a deteccéo eletroquimica das metanefrinas correspondente ao valor de
platd determinado experimentalmente (ver secdo 3.3). Para a deteccdo de metanefrinas e de HMBA (padréo
interno) o valor do potencial de trabalho geralmente esti entre +780 e +840mV (com eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI). Apos equilibrio, o valor de corrente da linha de base ndo deve exceder 5 nA.

Separacédo cromatografica:
Raz&o do fluxo: 1,0 a 1,2 ml/min.
Temperatura da coluna: ambiente (aprox. 25°C).

A separacdo cromatografica pode ser conduzida em temperatura ambiente, mas a temperatura deve ser mantida o
mais constante possivel para evitar variagdo nos tempos de retengdo. Se for necessario ajustar a razao do fluxo ou
usar um forno de coluna.
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Analito Tempo de retencdo (aprox. min.) (razdo do fluxo 1,0 ml/min.)
Normetanefrina 5.5

Metanefrina 7.0

Padréo Interno (HMBA) 8.4

3-Metoxitiramina 12.5

O tempo total de analise é de cerca de 14 minutos. Se for utilizado um novo lote de fase mével ou se a coluna for
substituida, o tempo de retencdo pode alterar levemente. Entretanto, o tempo de retencdo deve ser adaptado
apropriadamente.

Verificando a eficiéncia da separacao:

Para monitorar a eficiéncia da separagdo do sistema, recomenda-se realizar uma andlise teste antes da analise
das amostras de urina. Para tanto, uma aliquota do padréo de calibragcéo € injetada repetidamente no sistema de
HPLC. Além de servir para calibrar o sistema e ajustar corretamente os parametros de integracdo, essas injegoes
do padrdo permitem o célculo de alguns parametros cromatograficos, tais como resolucdo entre 0s picos
analisados, nimero de pratos tedricos do pico de interesse e outros fatores que servem de base para comparagéo
com outros cromatogramas obtidos ao longo do tempo de uso do Kit.

A Ultima injecdo pode ser usada para calibracao.

4.3 Coluna cromatografica

A coluna para HPLC utilizada na analise das metanefrinas é fornecida equilibrada (pronto para uso) e testada. Nao
deve ser tratada com nenhuma outra solugéo antes do uso. O valor da pressédo de uma coluna nova, em um
fluxo de 1,0 mL/min, é de aproximadamente 100 bar (1400 psi). Este valor de pressdo pode aumentar com a idade
da coluna ou com o uso. Uma vez que a separacdo cromatogréfica seja satisfatoria, variacdes da pressdo da
coluna sao irrelevantes, desde que ndo excedam 200 bar (3000 psi). Para aumentar a vida util da coluna, um pré-
filtro em PEEK (artigo 15009 ou 15010) ou uma pré-coluna (artigo 18002 ou 18001) podem ser utilizados.

4.4 Cuidados e manutencao do sistema de HPLC

4.4.1Bomba e tubulacdes

O trabalho analitico, na faixa de sensibilidade necesséria para esta andlise, requer minuciosa limpeza da bomba e
das tubulac¢des do sistema de HPLC. Apenas reagentes e solventes com graus apropriados de pureza devem ser
utilizados. Na deteccao eletroquimica, mesmo 0s menores tragos de substancias eletroquimicamente ativas podem
levar a um aumento substancial do ruido da linha de base ou acarretar o aparecimento de picos adicionais.

Na maioria dos casos, os problemas de deteccdo eletroquimica resultam de contaminac¢des do sistema de HPLC.
Sendo assim, como regra geral, recomenda-se o procedimento de peroxidacdo passiva do sistema de HPLC, com
acido nitrico, a cada 3 ou 4 meses, dependendo da intensidade da rotina de trabalho do equipamento.

Procedimento de peroxidacdo passiva:
Antes de dar inicio ao procedimento, € necessario desconectar a coluna e o detector eletroquimico do sistema de
HPLC. Contudo, mantenha as tubula¢des de conexao da coluna e do detector, unindo-as com o auxilio de juncdes.

Primeiramente, remova qualquer residuo de fase mével do sistema, principalmente no caso de tampdes, deixando
circular agua grau HPLC por aproximadamente 20 minutos com um fluxo de 1,5 mL/min. Em seguida, inicie o
procedimento, bombeando uma solucao aquosa de acido nitrico 15 - 20%, com um fluxo de 1,5 mL/min, durante 20
minutos. A unidade de injecdo deve ser submetida ao processo de injecao varias vezes. Se o injetor for do tipo
manual, mude as posi¢cdes LOAD e INJECT no minimo dez vezes. Quando utilizar um amostrador automatico,
cologue um vial na bandeja de amostras, contendo a solugdo de acido nitrico, e injete, repetidas vezes, o maior
volume possivel, como se fosse uma amostra sendo analisada.

ApOs a passivacao o &cido nitrico € removido do sistema com agua bidestilada, sendo necessario injetar varias

vezes. Quando o valor do pH da 4gua de lavagem estiver neutro o sistema pode voltar a ser equilibrado com a fase
movel.
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4.4.2 Eletrodo de trabalho

O uso prolongado do detector eletroquimico pode resultar em contaminacdo da superficie ativa do eletrodo de
trabalho, levando a um decréscimo em sensibilidade. Para restabelecer a sensibilidade do eletrodo, recomenda-se
0 seu tratamento com acido cromosulfurico.

Atencao: Use luvas adequadas e seja extremamente cuidadoso ao manipular solu¢des de acidos concentrados.
Tenha certeza de que o eletrodo esteja completamente seco antes de iniciar o procedimento de limpeza.

Procedimento: (Somente aplicavel para os detectores eletroquimicos da Chromsystems)

1. Remova o eletrodo de trabalho da célula analitica. Tenha cuidado com o eletrodo, tocando apenas em suas
extremidades.

Coloque o eletrodo sobre uma superficie plana.

Usando uma pipeta, deixe cair uma gota de acido cromosulfirico sobre a regido central do eletrodo (ponto
preto).

Aguarde de 2 - 5 minutos.

Lave o eletrodo com agua bidestilada.

Recoloque o eletrodo de trabalho na célula analitica.

Re-equilibre o sistema cromatografico.

wn

No ok

4.4.3Eletrodo de referéncia
(Somente aplicavel para os detectores eletroquimicos da Chromsystems)

Com o tempo, os ions da solucédo eletrolitica (3 M 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 o eletrodo de referéncia com a solugcdo 3 M KCI 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 difusdo dos ions entre a fase mdvel e o eletrodo. A cristalizacao de sais dentro
da célula pode causar rachaduras no diafragma, permitindo um vazamento do conteldo interno do eletrodo de
referéncia para a fase moével em fluxo.

Em eletrodos de Ag/AgCI, que estejam sendo utilizados por longos periodos, cristais de cloreto de prata podem
precipitar-se na forma de uma camada negra sobre o diafragma, provocando distirbios no balanceamento do
sistema de referéncia. Desta forma, o ajuste do potencial de trabalho n&o podera ser mantido constante. Nesses
casos, substitua o eletrodo ou tente limpar o diafragma com uma solu¢do aquosa de amdnia 25% (coloque o
adaptador de Teflon em aménia 25% por uma noite e depois lave-o com bastante agua).

4.4.4. Evitando flutuacdes de fluxo da bomba

A deteccdo eletroquimica é baseada em reacgles eletroquimicas das substancias analisadas (analitos) na
superficie do eletrodo de trabalho. A taxa de reacdo depende diretamente da velocidade com que os analitos sdo
transportados para o eletrodo. FlutuagBes 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, permitindo um fluxo continuo da fase movel,
sem variacoes.

4.4.5. Desligando o equipamento

Caso o equipamento ndo seja usado por um periodo de até uma semana, recomenda-se deixar a fase movel
circulando através do sistema em fluxo baixo (0,2 ml/min).

Para periodos maiores de tempo 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 mdvel em temperatura ambiente.

2. O detector devera ser colocado no modo de stand-by.

3. O sistema de HPLC deverd ser lavado com no minimo 50mL de dgua/metanol (50:50).
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4. Os eletrodos de referéncia e de trabalho deverdo ser removidos e lavados com agua e armazenados secos
para uso futuro.
Marcar o lado ativo do eletrodo de trabalho!

5 Preparo da amostra

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

5.1 Coleta e armazenamento de amostras de urina

Normalmente a urina de 24h é utilizada para andlise. Se nao for possivel, devem ser analisadas amostras frescas
de urina. Os dados, nesse caso, devem ser levados em conta para a creatinina urinaria. A urina de 24h deve ser
coletada em um recipiente apropriado contendo 10 ml de HCl a 25%. Deste modo, a urina é estavel por pelo
menos 5 dias mantidas em temperaturas entre +2° e +8°C. Para periodos maiores de armazenamento da urina de
24h, preparar aliquotas e congelar abaixo de -18°C.

5.2 Reconstituicdo do padrao de calibracdo em urina

O padréo de calibracéo (artigo 2009) € rastredvel a substancias de referéncia obtidas de fornecedores certificados.
ApOs reconstituicdo, o padréo de calibracéo devera ser preparado de acordo com o procedimento de preparacao
das amostras, como se fosse uma amostra de paciente. Desta forma, o padrao devera ser usado para calibrar o
sistema de HPLC. Para reconstituir o padréo de calibracdo em urina liofilizado, transferir exatamente 5,0 ml
de 4gua destilada para o frasco contendo o padrdo. Deixar o frasco em repouso, em temperatura ambiente, por
cerca de 10 - 15 minutos, para permitir a completa reconstituicdo. Agitar o frasco ocasionalmente. Evite a
exposicao direta a luz. O valor de concentracdo do padréo depende do lote e podera ser encontrado no folheto de
informagdes que acompanha o padréo.

Atencao:

Este produto foi fabricado a partir de pool de urina humana testado. Cada doador é constantemente sujeito a
controle médico e considerado livre de doencas infecciosas. Como ndo existem métodos que deem seguranca
absoluta de que produtos contendo materiais de fonte humana seréo livres de agentes infecciosos, um possivel
risco de infeccao deve ser levado em conta. Este produto também pode conter agentes desconhecidos e outros
patégenos para os quais ndo existem testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos
contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e manipula-lo com o mesmo cuidado
destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do padréo reconstituido:
O padréo reconstituido é estavel por até 5 dias, mantido fechado e protegido da luz, em temperaturas entre +2 e
+8°C. Para periodos maiores de armazenamento (até 3 meses) aliquotar e armazenar abaixo de -18°C.

5.3 Reconstituicdo dos controles

Depois de reconstituidos, os controles em urina nivel normal (artigo 0040) e nivel patoldgico (artigo 0050) devem
ser analisados como se fossem amostras de pacientes, seguindo o mesmo procedimento analitico designado para
a preparagdo das amostras. Os controles preparados devem ser incluidos em todas as séries de analise para
monitorar a exatiddo e precisdo do sistema.

Para reconstituir os controles liofilizados, transferir exatamente 8,0 ml de agua destilada para cada frasco.
Deixar o frasco em repouso, a temperatura ambiente, por 10 a 15 minutos. Evitar a exposicdo direta a luz. Agitar o
frasco ocasionalmente, até que seja formada uma mistura homogénea.

O valor da concentracéo depende do lote e do nivel de cada controle e podera ser encontrado em folhetos a parte,
gue acompanham a embalagem dos controles.

Pagina 11 im2020 - REV06 - EN 6 - 03-2015- METANEFRINAS EM URINA POR HPLC




CHROMSYSTEMS

Atencéo:

Este produto foi fabricado a partir de pool de urina humana testado. Cada doador é constantemente sujeito a
controle médico e considerado livre de doengas infecciosas. Como ndo existem métodos que déem seguranca
absoluta de que produtos contendo materiais de fonte humana serdo livres de agentes infecciosos, um possivel
risco de infeccao deve ser levado em conta. Este produto também pode conter agentes desconhecidos e outros
patdgenos para 0s quais ndo existem testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos
contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e manipuld-lo com o mesmo cuidado
destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade dos controles reconstituidos:

Os controles reconstituidos séo estaveis por até 5 dias, mantidos fechados e protegidos da luz, em temperaturas
entre +2 e +8°C. Caso os controles ndo sejam utilizados dentro deste periodo, devem ser aliquotados e
armazenados abaixo de -18°C, por um periodo maximo de 3 meses.

5.4 Hidrdlise acida das amostras de urina

Adicionar 100 ul do Padrédo Interno a 1 ml de urina em um tubo de hidrélise e ajustar o pH em 0,8-1,0 utilizando HCI
2 N. Incubar o tubo fechado por 30 min. a 90-100°C em banho-maria. Resfriar a temperatura ambiente
imediatamente.

5.5 Extracao da amostra

Neutralizac&o

Adicionar 6 ml do Tamp&o de Neutraliza¢do na urina hidrolisada; ocorrera uma mudanc¢a de cor de amarelo para
roxo (isso indica que o pH esta ajustado corretamente para a etapa de extracao).

Se as amostras nao ficarem roxas indica que elas foram fortemente acidificadas na etapa de hidrélise. Nesse caso,
adicionar NaOH 2N gota por gota até a mudanca de cor para o roxo ocorrer.

Extracéo:
1. Agitar brevemente (ressuspender) e rotular uma coluna de preparagéo para cada amostra. Remover a tampa da
coluna, entdo quebrar a ponta do fecho. Eliminar por completo o tampéao de equilibrio.
2. Aplicar toda a amostra de urina neutralizada na coluna e descartar o eluato.
3. Lavar a coluna de preparagdo como se segue, movendo o minimo possivel a camada de resina:
a. 10 ml de &gua ultrapura (grau HPLC)
b. 5 ml de tampé&o de lavagem
4. Descartar cada eluato.

Eluicéo:

1. Colocar a coluna de prepara¢do em um tubo rotulado, adicionar 5 ml do Tampdao de Elui¢do, coletar o eluato e
misturar cada eluato brevemente.

2. Injetar 20 ul do eluato acidificado (30 pl de acido acético glacial/ml ou 150 pl no eluato completo) no sistema
HPLC.

5.6 Procedimento de preparo da amostra

Hidrélise acida

1. Para 1 ml de urina, adicionar 100 ul do Padrao Interno e ajuste o pH para 0,8-1,0 usando HCI 2N.
2. Incubar em um tubo de hidrélise a 90-100°C por 30 min.

3. Entao resfriar mediatamente.

Neutralizagéo
Adicionar 6 ml de Tampé&o de Neutralizacdo a urina hidrolizada.

Uma alteracdo de cor e amarelo para o roxo deve ocorrer neste momento!
Se a amostra permanecer amarela, adicionar NaOH 2N gota a gota até que a mudanga de cor ocorra.
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Extracéo

1. Aplicar toda a amostra de urina neutralizada na coluna

2. Descartar o eluato.

3. Lavar subsequentemente com 10 ml de agua ultrapura (grau HPLC), e entdo com 5 ml de Tampao de Lavagem
4. Descartar o eluato.

Eluicdo
1. Aplicar 5 ml do Tampé&o de Eluicdo na coluna de preparacéo e coletar o eluato.
2. Misturar cada eluato brevemente.

Anélise
1. Acidificar o eluato com 150 pl de acido acético glacial (30 pl/ml de eluato),
2. Injetar 20 pl do eluato acidificado no sistema HPLC.

5.7 Estabilidade das amostras preparadas

As amostras preparadas sdo estaveis antes da acidificacdo com acido acético glacial (pH>7) por 3 dias em
temperatura ambiente e por 1 semana em +2 a +8°C, e apés a acidificacdo por 1 dia em temperatura ambiente e
por no maximo 7 dias em +2 a +8°C. Amostras armazenadas a -18°C, antes ou depois da acidificacao, séo
estaveis por pelo menos 4 semanas.

6 Resultados e avaliacéo

6.1 Calibracdo dos dados do sistema de analise

Antes de iniciar a andlise quantitativa das amostras dos pacientes, é recomendavel que um cromatograma de
calibracdo, contendo todas as substancias de interesse, seja obtido. Para esse propdsito, o padrao de calibracéo
deve ser injetado repetidamente no sistema, até que dois cromatogramas sucessivos mostrem tempos de
retencdo, resolucéo e area/altura de picos praticamente idénticos. Esse cromatograma pode ser usado para ajustar
0os parametros de integracdo corretamente. O cromatograma do Ultimo teste de injecdo pode ser usado para
calibrar o sistema de avaliag&o (Software PC ou integrador).

Entrar com os dados dos tempos de retencdo obtidos e as concentra¢des do padréo na tabela de avaliagédo:

Para quantificacdo exata de 3-MT, usado no diagndstico de paragangliomas [7], o calibrador em urina (artigo 2009)
deve ser usado. O padrdo de calibragdo aquoso (artigo 2023) pode ser usado somente para avaliacdo semi-
guantitativa.

Utilizando padréo de calibragc8do aquoso (artigo 2023):

Analito Tempo de retencéo (min) | Concentracéo (ug/l) Concentracéo (nmol/l)
Normetanefrina 5.5 250 1365
Metanefrina 7.0 250 1268

Padrdo Interno (HMBA) 8.4 1 1
3-Metoxitiramina 12.5 250-350 1495-2093

Este calibrador é injetado diretamente no sistema de HPLC (sem preparagéo de amostra).

Utilizando o padréo de calibracdo em urina (artigo 2009):

Analito Tempo de retencdo (min) | Concentracéo (ug/L ou nmol/L)
Normetanefrina 5.5 Ver folheto de informacédo
Metanefrina 7.0 Ver folheto de informacao
Padréo Interno (HMBA) 8.4 1
3-Metoxitiramina 12.5 Ver folheto de informacao
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O padrao de calibracao liofilizado em urina devera ser preparado de acordo com o procedimento de preparagao
das amostras, como se fosse uma amostra de paciente. Desta forma, o padrdo devera ser usado para calibrar o
sistema de HPLC. Para garantir que nem o calibrador nem as condig8es do HPLC (tempo de retencéo, etc) tenham
mudado durante a andlise, o padréo preparado deve ser injetado durante a analise e novamente no final.

O valor de concentracdo do padrao depende do lote e podera ser encontrado no folheto de informacdes que
acompanha o padrao.

6.2 Quantificacao com Padréao Interno

O uso de um padrédo interno permite que perdas potenciais durante o preparo da amostra sejam compensadas.
Uma quantidade conhecida de padrao interno é adicionada em cada amostra (padrdo de calibracdo, controles,
amostra de paciente). O PC ou integrador é dado o pico apropriado (na analise de catecolaminas, o padréo interno
sera o pico n° 3 no cromatograma do padréo de calibracdo) da corrida de calibragdo como o padrao interno.

Composicéo do padréo de calibracdo aquoso (artigo 2023):

Normetanefrina: 50 pg/l (273 nmol/1)
Metanefrina: 50 pg/l (254 nmol/l)
3-Metanefrina: 50-70 ug/l (299-419 nmol/l)
Padréo Interno (HMBA): 100 pg/l

O procedimento de preparacdo da amostra é feito em uma diluicdo de 5:1 (1 ml de urina em 5 ml de eluato),
portanto os valores do padrdo de calibragcdo correspondem ao respectivo valor multiplicado por 5.

Normetanefrina: 250 pg/l (1365 nmol/l)
Metanefrina: 250 pg/l (1268 nmol/l)
3-metoxitiramina (HMBA): 250-350 pg/l (1495-2093 nmol/l)
Padréo Interno: 500 pg/l

Concentracéo do padréo interno:
4-hidroxi-3-metoxibenzilamina (HMBA) 5,0 ng/ul.

S&o adicionados 100 pl de solugéo padréo interno (5,0 ng/pl) em 1 ml de urina.

A concentracdo final de padrdo interno na amostra €, portanto de 500 ng/ml (500 pg/l). Uma vez que esta
concentracao é idéntica a concentracéo presente no padrdo de calibragdo, a concentragdo do padrdo interno em
todas as amostras devera ser considerada como “1”.

Quando for utilizado o padréo de calibracéo liofilizado em urina (artigo 2009) desde que a mesma quantidade
de padréo interno seja adicionada ao padrao de calibrac@o e as amostras de pacientes, a concentragdo do padrdo
interno também podera ser considerada como “1”.

Os padrdes de calibracdo e o padréo interno sao rastreaveis a substancias de referéncia e certificados.

Calculo dos valores da creatinina referida (em pg/g de creatinina):
Dividir o valor da concentracdo (em pg/l) pela concentracdo da creatinina na urina (em g/l).

Célculo da excrecédo em 24h (em pg):
Multiplicar a concentragdo determinada (em pg/l) pelo volume de urina (em ).

7 Controle de Qualidade

Os controles devem ser incluidos em todas as séries de analise para monitorar a exatiddo e precisao do sistema
(controles Chromsystems artigos 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 necessério, recalibrado.
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8 Valores de referéncia

Os niveis de referéncia dependem da técnica de analise empregada e da populacdo examinada. Geralmente em
pacientes hipertensos € observada uma maior excrecao de metanefrinas do que em individuos saudaveis. No
Instituto de Quimica Clinica do Hospital da Universidade de Monique, o prof. Jacob analisou amostras de pacientes
(urinas de 24h) por HPLC durante muitos anos e encontrou 0s seguintes valores de referéncia:

Normetanefrina: até 800 ug/24h (até 4.4 umol/24h)
Metanefrina: até 400 pg/24h (até 2.0 umol/24h)

No ambito deste estudo, 100 pacientes com feocromocitoma puderam ser identificados, e o diagnostico foi
confirmado histologicamente depois de ser sugerido.

Se individuos saudaveis sdo considerados como populagéo de referéncia, valores mais baixos serdo obtidos. (L.
Thomas, Labor und Diagnose, 6. Aufl., TH-Books Verlagsgesellschaft, Frankfurt/Main (2005):

Normetanefrina: até 390 ug/24h (até 1.95 umol/24h)*
Metanefrina: até 320 ug /24h (até 1.52 umol/24h)*
*na literatura citada h4 um erro no fator de conversao, devera ser lido:
Normetanefrina: até 2.13 umol/24h

Metanefrina: até 1.62 umol/24h

Esses valores foram determinados com métodos analiticos diferentes (HPLC, RIA, TLC).

O Fatores de conversao

A tabela seguinte lista os fatores de conversdo entre massa e concentragdes molares.

Analito ug/l para nmol/l nmol/l para pg/l
Normetanefrina X 5.4585 x 0.1832
Metanefrina x 5.0710 x 0.1972
3-Metoxitiramina x 5.9809 x 0.1672
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10 Armazenamento e estabilidade dos reagentes

Reagentes nao abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que as
condicdes de estocagem indicados no rétulo sejam obedecidas.

Condicdes de armazenamento dos reagentes:

Produto Armazenamento
Fase Movel Temperatura ambiente
Padrdo de Calibracao +2a+8°C

Padrao de Calibracdo em Urina Abaixo de -18° C
Padrédo Interno +2a+8°C

Tampéo de Neutralizacdo Temperatura ambiente
Tampéo de Lavagem Temperatura ambiente
Tampéo de Eluicdo Temperatura ambiente
Colunas de limpeza de amostra Temperatura ambiente
Controles em urina nivel | e Il +2a+8 °C

Os reagentes devem ser fechados e armazenados nas condi¢cfes 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,
nédo excedendo o seu respectivo prazo de validade. Para calibradores e controles, ver os capitulos 5.2 e 5.3 deste
Manual.

11 Descarte de residuos

A fase mével contém solventes organicos e deve ser descartada como residuo livre de halogénios, de acordo
com as diretrizes locais e legislagdo vigente.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1Cromatograma de um padréo de calibracdo aquoso
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12.2Cromatograma de um controle de urina (nivel patoldgico)
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12.3 Cromatograma de uma amostra de paciente
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Normetanefrina: 370 ug/l (2020 nmol/l)
Metanefrina: 160 pg/l (811 nmol/l)
3-Metoxitiramina: 180 pg/l (1077 nmol/l)

12.4 Cromatograma de um paciente com padréao interno alternativo (artigo
2024/HR)

Quando houver interferéncia por alimentos contendo capsaicina a determinacao deve ser feita com o padrao
interno alternativo (Padréo Interno/HR). Ver no cap. 16.
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O 4-hidroxi-3-metoxi-benzilamina (HMBA), usado como padrdo interno, € uma substancia de ocorréncia natural.
Normalmente sua concentracdo na urina nao é detectavel e, portanto, ndo influencia a analise.

A capsaicina, um acido graxo do HMBA, causa a sensacdo de calor da pimenta. E também um ingrediente do
curry. Dependendo dos habitos nutricionais a concentracdo na urina do HMBA pode estar aumentada em
guantidades detectaveis entdo o padrdo interno é quantificado falsamente alto com resultados subestimados de
normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina.

Neste caso é recomendado o uso do padréo interno alternativo (padréo interno/HR, artigo 2044/HR). A preparagéo
da amostra e a andlise em HPLC permanecem o mesmo, mas o tempo de corrida é estendido para
aproximadamente 18 minutos.

14 Problemas e Solucgdes

Problema

Possivel causa

Solucéo

Linha de base
instavel

Sistema de HPLC contaminado com substancia
eletroguimicamente ativa
Rachaduras no diafragma

Deposito de substancias no diafragma do
sistema de referéncia

Procedimento de peroxidacao passiva
com &acido nitrico, incluindo bomba,
tubulacdes e sistema de injecéo

Substituir o adaptador de Teflon

Limpar o diafragma com amoénia 25%
ou substituir

Flutuacao ritmica
da linha de base

Desgaste de unidades da bomba de HPLC

Superficie do eletrodo de trabalho contaminada

Danos no interior da célula de deteccéo

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 servigco
técnico

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

Desgaseificar o Sistema de HPLC
(purgar)

Ruidos de linha
de base

Sistema nao esta equilibrado

Alteracdo de temperatura ambiente

Recircular a fase mével por um periodo
maior

Usar forno para coluna

Corrente de
fundo elevada

Sistema de HPLC contaminado com substancia
eletroguimicamente ativa

Fase mével contaminada

Coluna de HPLC contaminada

Superficie do eletrodo de trabalho contaminada

Procedimento de peroxidacéo passiva
com acido nitrico, incluindo bomba,
tubulacdes e sistema de injecéo
Substituir a fase mével

Substituir a coluna

Limpar o eletrodo de trabalho
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Pequeno vazamento de uma das conexdes do
sistema

Aperte ou substitua os apilares
conectores

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 baixo, acionar o servico técnico

Alteragéo nos

VariagOes de temperatura ambiente

Usar forno para coluna

tempos de
retencao Fluxo irregular Checar o fluxo. Se o fluxo da bomba
estiver irregular, conferir se ha bolhas
de ar no sistema; acionar a assisténcia
Sistema ainda ndo estd em equilibrio técnica se necessario.
Picos duplos Volume morto na entrada da coluna Substituir a coluna

Rachaduras na coluna

Volume morto no sistema de injegéo

Substituir a coluna

Verificar loop de injecéo e falhas em
pecas do sistema

Presenca de
picos
interferentes

Sistema de inje¢do contaminado

Seringa de inje¢do contaminada

Sistema contaminado com substancias
eletroguimicamente ativas
Coluna contaminada

Pecas de material inapropriado no sistema de
injecéo

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 injecao varias
vezes, seguindo a orientagdo contida
no manual do equipamento

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

Procedimento de peroxidacao passiva
com &acido nitrico, incluindo bomba,
tubulagbes e sistema de injecédo

Substituir a coluna
Substituir valvulas e selos de injecao

feitos de Vespel® por materiais feitos
de Tefzel®

Picos com
ombros

Volume morto na coluna de HPLC

Checar o acoplamento dos capilares
para correto assentamento

Picos com cauda
(Tailing)

Coluna de HPLC muito velha

Substituir a coluna

Alta presséo na
coluna

Acumulo de particulas na pré-coluna ou na
propria coluna

Sistema de injecdo bloqueado

Trocar o cartucho da pré-coluna ou a
prépria coluna

Lavar o sistema de injecdo com agua,
seguido de isopropanol e novamente
com agua

Pagina 20 im 2020 - REV06 - EN 6 - 03-2015- METANEFRINAS EM URINA POR HPLC



CHROMSYSTEMS

15 Literatura

1.Lenz T, Gossman J, Schulte K-L, Salewski L, Geiger H. (2002) Diagnosis of pheochromocytoma. Clin Lab
48(1-2): 5-18.

2. Wisser H, Bertsch T. Katecholamine und Katecholaminmetabolite, in: Thomas L (Hrsg). Labor und Diagnose.
6. Aufl, 1425-40, TH-Books Verlagsgesellschaft Frankfurt/Main (2005).

3. Hernandez FC, Sanchez M, Alvarez A, Diaz J, Pascual R, Pérez M, Tovar |, Martinez P. (2000) A five-year
report on experience on the detection of pheochromocytoma. Clin Biochem 33(8): 649-55.

4. Gerlo EA, Sevens C. (1994) Urinary and plasma catecholamines and urinary catecholamine metabolites in
pheocromocytoma: Diagnostic value in 19 cases. Clin Chem 40(2): 250-6.

5. Héron E, Chatellier G, Billaud E, Foos E, Plouin P-F. (1996) The urinary metanephrine-to-creatinine ratio fot
the diagnosis of pheocromocytoma. Ann Intern Med 125(4): 300-3.

6. Witteles RM, Kaplan EL, Roizen MF. (2000) Sensitivity of diagnostic and localization tests for
pheochromocytoma in clinical practice. Arch Intern Med 160(16):2521-4.

7.Van Duinen N, Steenvoorden D, Kema IP, Jansesn JC, Vriends AH, Bayley JP, Smit JW, Romijn JA,
Corssmit EP. (2010) Increased urinary excretion of 3-methoxytyramine in patients with head and neck
paragangliomas. J Clin Endocrinal Metab 95(1): 209-14.

Pagina 21 im 2020 - REV06 - EN 6 - 03-2015- METANEFRINAS 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 1-53

Vials vazios Estante de amostras 55-107 (mesmos numeros das
amostras)

Acido acético glacial Estante de amostras 108

Tampao de neutralizacdo (2025/A) Estante de solventes 109

Tampao de Lavagem (2026/A) Estante de solventes 110

Tampao de Eluicdo (2027/A) Estante de solventes 111

Colunas de preparo de amostras Estantes DEC 113-220

(2028/A)

Vials de coleta Estante de coleta Mesmos nameros dos cartuchos

SPE
Agua destilada Reservatério

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

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

Reagente Volume
Padréo Interno (2024/A) 50 pl
Tampé&o de Neutralizacdo (2025/A) 3.15ml
Tampé&o de Lavagem (2026/A) 1.2ml
Tampé&o de Eluicdo (2027/A) 2.2mi
Acido acético glacial 40 pl

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

Hidrélise acida das amostras de Urina

Adicione 50pl do padréo interno a 500 ul de urina em um frasco de vidro (10 x 75 mm, adequados para a estante
28 do ASPEC™) e ajuste o pH para 0.8-1.0 cuidadosamente usando 2 N HCI.

Como regra geral use 40 pl 2 N HCI para 500 pl de urinal

Cubra os frascos com papel aluminio e incube por 30 minutos em 90-100°C em banho-maria. Resfrie os frascos,

remova o papel aluminio e os cologue na estante do ASPC™. Alternativamente, tubos com tampas de rosca
podem ser usadas para hidrélise.
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Principio dos arquivos de trabalho do ASPEC™

O ASPEC™ transfere 330ul de cada espécimen de urina hidrolisada para um novo frasco vazio, e adiciona tampéao
de neutralizacdo para diluicdo e tamponamento de pH. Nao é necessaria nenhuma correcdo de pH antes da
extracdo! A urina diluida é entdo submetida ao preparo de amostra completo (SPE com as etapas de lavagem e
eluicdo). Os eluatos obtidos estédo prontos para injecéo no sistema de HPLC.

O disco de arquivos de trabalho contém os seguintes arquivos:

“META_NI”:

ASPEC™ executa somente o preparo de amostras; as amostras ndo sao injetadas no sistema de HPLC!
“META_NI":

ASPEC™ devem ser adequadamente conectados ao sistema de HPLC! Este arquivo controla o preparo de
amostras completo para metanefrinas em urina. Os eluatos preparados sdo automaticamente injetados no sistema
de HPLC, e a cromatografia é iniciada. Durante a corrida de HPLC as préximas amostras sao preparadas. O
volume de injecao € ajustado para 40 pl; e pode ser alterado na etapa #16 — INJECT.

A etapa #19- WAIT da programacao € usada para coordenar os intervalos de injecdo de acordo com o
tempo de corrida do cromatograma e o tempo de prepara¢cdo das amostras; isto deve ser alterado se
necessario.

Verificagdo do ajuste de pH automatico

Para verificar o ajuste correto do pH, uma pequena aliquota (aprox. 10%) de urina neutralizada é deixada no frasco
de mistura apés o preparo de amostras.

- A cor de azul a roxa indica que o ajuste de pH foi correto.

- Amostras coloridas em amarelo-marrom foram fortemente acidificadas no processo de hidrélise. Estas amostras
devem ser diluidas com agua destilada (ou o valor de pH da urina deve ser aumentado manualmente) e
reanalisadas.

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

Alguns itens no menu CONFIG devem ser checados e, se necessario, adaptados a atual configuracdo 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

Configuracédo 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 2021/2022) Perigo
H226 Liquido e vapor inflamaveis.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,

faiscas, chamas, ou outras fontes de ignicao.

N&o fumar.

P241 Usar equipamentos elétricos/de ventilacao/iluminacéo a

prova de exploséo.

P280 Usar éculos e luvas de protegéo.

P243 Tomar medidas de precaucéo contra descarga estatica.
Padrdo de Calibracéo (artigo 2036) Perigo

H290 Pode ser corrosivo a metais.

<D

Padréo Interno (artigo 2024, 2024/A1) | Perigo

H290 Pode ser corrosivo a metais.

<

Mix de Interferéncia (artigo 2099) Perigo

H290 Pode ser corrosivo a metais.

<D

Tampao de Lavagem (artigo 2026, Perigo

2026/A1, 2026/A5)

H315 Irritante a pele.
H319 Irritante aos olhos.

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 remogédo. Continue lavando.
P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave
abundantemente com sabéo e agua.

Tampéo de Eluicéo (artigo 2027) Perigo

&S

H290 Pode ser corrosivo a metais.
H315 Causa irritagéo na pele.
H319 Causa irritagdo séria aos olhos.

<D

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 remogé&o. Continue lavando.
P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave

Pagina 24 im 2020 - REV06 - EN 6 - 03-2015- METANEFRINAS EM URINA POR HPLC


http://www.chromsystems.de/

abundantemente com sabao e agua.

CHROMSYSTEMS

Esses componentes ndo séo classificados como perigosos de acordo com a legislacdo da Uniéo

Europeia:

Padrdo de calibracdo em urina (artigo 2009, 2009/T)
Padréo interno/alta resolucéo (artigo 2044/HR)

Tampéao de neutralizacdo (artigo 2025, 2025/A1, 2025/A5)
Controles endocrinos em urina (artigo 0040, 0050)

Apéndice lll: Calculo manual

Para o célculo manual, os seguintes dados sdo requeridos:

Area ou altura do pico da substancia A no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico da substancia A no cromatograma do padrédo de calibrag&o
Area ou altura do pico do padr&o interno no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padréo interno no cromatograma do padr&o de calibragéo
A concentracdo C da substancia A no padréo de calibracao

A concentragdo Canalise,amostra N amostra é entdo calculada como a seguir:

= Aamostra

=Apadrzo

=1SAmostra

=|Spadrao

=Cpadrao

CAnéIise,Amostra( mgll) = AAmostraX ISPadréo X CPadréo
APadréo X |SAmostra
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Apéndice IV: Validacéo

Para conferir a linearidade e a validacdo do método, as amostras de urina foram enriquecidas com quantidades
definidas de metanerfrina, normetanefrina e 3-metoxitiramina. Mdltiplas aliquotas dessa mistura foram submetidas
ao procedimento de preparacao da amostra.

Linearidade/imite de quantificacéo
O método € linear a partir do limite inferior de quantificacdo até a concentracdo indicada.

Analito Limite de quantificacdo [pg/l] aprox.* | Faixa linear até pelo menos [ug/l]
Normetanefrina 5 2500
Metanefrina 11 5000
3-Metoxitiramina 10 5000

*O limite de quantificacdo depende das condicdes do eletrodo de trabalho.

Em altas concentracdes um volume menor de injecdo (10ul) devem ser escolhidos para se evitar sobrecarga do
detector.

Recuperacéo
A recuperacéo analitica foi determinada a partir do slope da curva de calibracao das amostras de urina e solugbes
de padrdes diluidos.:

Normetanefrina 94%
Metanefrina 97%
3-Metoxitiramina 95%
Padréo Interno (HMBA) 96%

Amostras de urina com alta quantidade de sal e que foram muito acidificadas da etapa de hidrélise podem exibir
baixas taxas de recuperacao (aprox. 75%). No calculo, essas perdas sdo compensadas pela inclusdo do padréo
interno.

Preciséo intra-ensaio
A determinacdo da preciséo intra-ensaio foi realizada a partir de multiplos preparos (n=10) da mesma amostra e
determinacéo dos analitos em trés concentrag@es diferentes:

Analito CVem % n =10 (concentracdo em ug/l)

n=10 n=10 n=10
Normetanefrina 1.4 (325) 0.8 (968) 1.0 (708)
Metanefrina 1.0 (189) 0.9 (362) 2.7 (275)
3-Metoxitiramina 2.1 (164) 0.9 (357) 1.8 (264)

Precisao inter-ensaio

A determinacdo da precisdo inter-ensaio foi realizada a partir de mdultiplos preparos e da determinacdo das
concentracdes de normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina em pool de urina (niveis normal e patolégico) em
10 séries diferentes de testes.

Analito CV em % (concentracdo em pg/l)
n=100 n=100
Normetanefrina 2.7 (351) 1.7 (1427)
Metanefrina 2.4 (170) 2.6 (1206)
3-Metoxitiramina 4.4 (153) 3.5 (1276)
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Apéndice V: Declaracédo de Conformidade

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-NS/NS

EC-Declaration of Conformity
occording to directive 98/79 EC on in vilro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Hoog 12

D-82166 Grafelfing, Germany

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

Nomenclature lerm:  Other Toxicology
Nomendlature code:  12-0902-90.00
Classification: other product

Product name:  Metanephrines in Urine
Controls: Endocrine Urine Control

meets all applicable requirements of the directive 98/79/EC

Conformity assessment procedure:

Annex |l of the directive 98/79/EC .
Applied harmonized standards:

EN SO 9001, EN 1SO 13485, EN ISO 14971, EN 1SO 18113-2, EN 980,

EN ISO 23640, EN 13641 .
Notified body: -

Munich, June 04, 2012 .
(. Eon” s
Michael Meier
Maonaging Director

Vers. 2.1
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