CHROMSYSTEMS®

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

L 4

AMINAS BIOGENAS

M
ek
=
=
<
o
=
rw
T
S
(=

AMINES BIOGENES
AMMINE BIOGENE

e
—
—
=T
L
-_—
(|
(s
==
(==

Manual de Instrucdo para a Andlise em HPLC de
Catecolaminas

em Urina

Somente para uso diagnéstico in vitro
Artigo 6000




CHROMSYSTEMS

CATECOLAMINAS EM URINA POR HPLC
MS 10350840114

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH é certificada de acordo com as diretrizes DIN
EN ISO 9001 e DIN EN ISO 13485. Os produtos sao produzidos e colocados em circulacdo
seguindo as diretrizes do IVD 98/79/EC.

© Este documento é protegido pelos direitos autorais. Todos os direitos reservados.

Importado e Distribuido por: BioSys Ltda.

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niter6i, RJ
CEP: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

SAC: (21) 3907 2534 — sac@biosys.com.br
www.biosys.com.br

Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Haag 12

D-82166 Grafelfing

Munique, Alemanha

Fone: +49 89 18930-0

Fax: +49 89 18930-199

www.chromsystems.de

PAgina 2 m 6000 - REV03 - EN 4 - 09-2023 — ANALISE DE CATECOLAMINAS EM URINA POR HPLC


mailto:sac@biosys.com.br

CHROMSYSTEMS

Conteudo
(O] 1 (-1 T [0 TSRS 3
N [ (0] ¢ = T TSy o T TSSOSO 4
N [ 11 (0o [F o= Uo R ST TP R TP PTP P URPRPRPN 6
3 Teoria da deteCCA0 eletrOQUIMICA .......civeieiieieece et e e sre e sreesneeeens 8
3.1 PrINCIPIOS BIAIS ...vevereeieitiiteieeie ettt stttk b ettt b e et b e bbb b e bbb et bt bt e st ebe e e e b et s 8
3.2 Influéncia do potencial de trabalho na deteccao eletroquimica ...........ccceeveiieiieeie v 8
3.3 Otimizacao do potencial de trabalno ...........cooiiiiiiiii s 9
4 SISTEMA B HPLC ... bbbttt bbb bbbt e et bbbt enne e 10
4.1  InsStalando O EQUIPAMENTO. .......ccuiitiitiitietiei ettt ettt n b bbb eneas 10
4.2 Par@metros CromMatOgrafiCOS ........ciuiiiiiieii ettt e e e e s e teeresreesnaeee s 10
4.3 Coluna CroMAtOGIATICA ......cveieieiie ettt e et sbesresreereereas 11
4.4  Cuidados e manutencdo do sistema de HPLC ..........cccooiiieiiece e 11
441  BOMDA € TUDUIAGOES ......couvieieiieie s 11
4.4.2  Eletrodo de trabalno ..o s 12
G T = [ doTo (oo [ (] (=] (=1 ool T LSS PSSP 12
4.4.4  Evitando flutuacdes de fluxo da bomba............ccovviiiiiciicce e 13
445  Desligando 0 BQUIPAMENTO.........ciiiiiieiiieie ettt 13
5  PreparaCao da AMOSIIA .......cceiveiieiieiieieesieeiesteeste e e st e s e et e s e e steeeesseesteesteaseeste e e e aneearaenteeneenreenreenee e 13
5.1 Coleta e armazenamento de amOStras de UMNA ..........ccoeeirieierieneniene e 13
5.2  Reconstituicdo do padrao de calibragdo eM UFN@........cccceveieeiieieieeie e 13
5.3  RecoNnStitUIGAO A0S CONIOIES ..ottt 14
5.4  Procedimento de preparaGao das aMOSLIAS .......cc.ecveieerieiieiierieeiesteesieseesteesresseesreesreeeesreesreeneens 14
5.5  Preparagdo das amMOSLraS — FESUMO ......c.ueureieieieriestestesiesseeseese st sseseesbesbesbeeseese e e e e e beseesbesbeseesse e 15
5.6  Prazo de validade das amostras preparadas (ElUAt0S)...........cccoueriveieeieiie i 16
6 RESUITAN0S € AVAIIAGAD .......eeviieiiitieiiee e bbbttt 16
TN A 0% 1 ] o] £ Uor= [0 o oIS £5) (=11 o= RSOSSN 16
6.2  Quantificagido COmM Padrao INTEIMO ........coiviiiriiiiieie e e 16
7 Controle de QUANIAAAE .........eooviiiieeciee ettt ettt sba e s be e s beeebeesaeeabeeareeeneeas 17
I £ (o] (=T [ () 1=] €= o] T SR 17
T (0] (L0 (ool 1T Lo SRR 17
10 Armazenamento e validade dOS FEAGENTES .........cuiriiiiiierieie it 17
R I LT o U (= LT =T (o 1oL 18
12 EXemplos de CrOMAtOQIAMAS .......cceeieiieiiieeeiteeite e steeste e teeste e e steeste e e e steesteesaesaeesbeessesraesteeneesneeneas 19
121 Cromatograma de um padrdo de calibraGio aqUOS0 ..........ccovereriiiiiiininieee s 19
12.2 Cromatograma de uma amostra de PACIENTE ...........ccveieiieieeeeceece e 19
13 ProBIEMAS € SOIUGDOES. .....cue ettt bbb 20
I (=T - (1 - OSSOSO PR 22
Apéndice I: Preparo automatizado das amostras com Gilson ASPEC™ .........ccoovieiieeceeceeeeeeee e 23
Apéndice I1: INfOrmagBes de SEYUIANGA..........eiuiiirieieieieie ettt ete st ee ettt sbe e se e s e eseeseeseesbesnenneas 25
ApENdice T: CAICUIO MANUAL.........eoiiiiiie bbbt eneas 26
APENAICE TV ValIOACHD ... .c.ei ettt sttt e e et e ntesbenbesbeeneaneas 27
Apéndice V: Declaragdo de ConfOrmMIdade ..........coueiiiiieiieieii e 28

Pég | na 3 IM 6000 - REVO3 — EN 4 - 09-2023 — ANALISE DE CATECOLAMINAS EM URINA POR HPLC



1 Informacdes gerais
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N° do Produto
artigo
6000 Kit de reagentes para analise por HPLC de Catecolaminas 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
Solucado tampéao de eluicdo 2 x 300 mL
Colunas de preparo de amostras 100 unidades
Componentes disponiveis separadamente:
5001 Fase movel 1000 mL
5002 Fase movel 10 x 1000 mL
6003 Padrao de calibracao 10 mL
6009 Padréo de calibracéo liofilizado em urina 5x 10 ml
6004 Padréo Interno 10 mL
6055 Solucdo tampéo de neutralizacéo 300 mL
6006 Solucéo tampéo de eluicéao 300 mL
6007 Colunas de preparo de amostras 100 unidades
6000/A1 |Kit de reagentes para HPLC
Preparo com Gilson ® ASPEC™
Para 100 analises
Fase movel 1000 mL
Padréo de calibragdo em urina (liof.) 10 mL
Padréo Interno 6 mL
Tampao de Neutralizacdo 300 mL
Tampao de Eluicdo 250 mL
Colunas de preparo de amostras com tampas DEC 2 x 50 unidades
6000/A5 | Kit de reagentes para HPLC
Preparo com Gilson ® ASPECTM
Para 500 analises
Fase movel 3 x 1000 mL
Padréo de calibragdo em urina (liof.) 5x10mL
Padréo Interno 30 mL
Tampao de Neutralizacdo 5 x 300 mL
Tampao de Eluicdo 5 x 250 mL
Colunas de preparo de amostras com tampas DEC 10 x 50 unidades
6000/A9 [Kit de reagentes para HPLC

Preparo com Gilson ® ASPECTM
Para 1000 andlises

Fase moével

6 X 1000 mL
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Padréo de calibragdo em urina (liof.)

Padréo Interno

Tampao de Neutralizacao

Tampao de Eluicdo

Colunas de preparo de amostras com tampas DEC
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5x 10 mL
2x30mL

3000 mL

2500 mL

20 x 50 unidades

Componentes disponiveis separadamente para Gilson® ASPEC™:

5001 Fase Movel 1000 mL
6009/T Padréo de Calibracdo em Urina (liof.) 10 mL
6009 Padrao de Calibracdo em Urina (liof.) 5x 10 mL
6004/A1 |Padrdo Interno 6 mL
6004/A5 |Padrédo Interno 30 mL
6008/A1 | Tampéao de Neutralizacdo 300 mL
6008/A9 | Tampdao de Neutralizacdo 3000 mL
6006/A9 | Tampao de Eluicdo 2500 mL
6007/A Colunas de preparacdo de amostras com tampas DEC 50 unidades
Acessorios
6100 Coluna para HPLC. 1 peca
(equilibrada, com cromatograma teste)
Calibradores e Controles Chromsystems para Catecolaminas em
Urina
6003 Padréo de Calibracdo 10 ml
6009 Padréo de Calibracdo em Urina (liof.) 5x 10 ml
0040 Controle endécrino em urina, nivel normal (liof.) 10 x 8 ml
0050 Controle enddcrino em urina, nivel patolégico (liof.) 10 x 8 ml
Acessoérios para detetores eletroguimicos da Chromsystems
41203 Eletrodo de trabalho, ativado e testado 1 peca
41211 Eletrodo de referéncia Ag/AgCl 1 peca
41239 Solucéo de KCI, 3 mol/L 50 mL
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2 Introducao
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As catecolaminas adrenalina, noradrenalina e dopamina sao sintetizadas a partir dos aminoacidos L-fenilalanina e

L-3,4-dihidroxifenilalanina e desempenham papel fundamental no organismo como horménios e
neurotransmissores (Figura 1).
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Figura 1 — Metabolismo das Catecolaminas e metanefrinas

A determinacao dos niveis de catecolaminas no plasma, urina e tecidos é de importancia clinica no diagnéstico de
feocromocitoma e alguns outros tumores do sistema nervoso (2-5). Essas doencas sdo caracterizadas por um
grande aumento na produc¢éo de catecolaminas no tecido correspondente, resultando num aumento da circulacéo
e excrecdo de catecolaminas na urina. As concentracdes plasmaticas e urinarias de catecolaminas e seus
metabdlitos atingem niveis muito acima dos valores de referéncia (6). Exames da secrecao de catecolaminas em
tumores séo preferencialmente realizados através da determinacdo quantitativa de catecolaminas em amostras de
urina de 24h. Para exames de localizacdo de tumores e de testes farmacoldgicos funcionais € necessaria a

determinacgéo de catecolaminas no plasma (3-7).
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A determinagdo quantitativa das catecolaminas plasmaticas e urindrias ndo € somente Util no diagnéstico
diferencial de hipertensdo, mas também na avaliacdo de outros aspectos clinicos e farmacolégicos. As
concentracdes de noradrenalina e adrenalina séo indicativas da atividade do sistema nervoso simpatico (8-9) e sdo
pardmetros importantes na insuficiéncia cardiaca congestiva, doengas coronarianas, diabetes mellitus,
arteriosclerose, asma aguda e outros (10-18). Os niveis de catecolaminas também fornecem informacdes Uteis em
guestdes cientificas nas pesquisas sobre estresse e na medicina esportiva (19-22).

Uso especifico:

O kit de reagentes de Catecolaminas em urina da Chromsystems® é uma ferramenta de diagnéstico in vitro para
ser usada em laboratérios clinicos para a determinacdo quantitativa de adrenalina, noradrenalina e dopamina em
amostras de urina de pacientes através de HPLC (cromatografia liquida de alta pressdo com deteccao
eletroquimica). E indicado como teste de monitoramento em pacientes com suspeita de tumores secretores de
catecolaminas.

Principio do kit de reagentes:

Este kit de reagentes foi desenvolvido para a determinagdo confiavel por HPLC de adrenalina, noradrenalina e
dopamina em urina. Antes da separagao cromatografica, os analitos sdo separados da matriz urinaria por troca
ibnica. A preparagdo da amostra requer ajuste do pH da urina diluida, transferéncia para a coluna de limpeza de
amostra e duas etapas de lavagem.

Uma coluna cromatogréfica seletiva, em combinag¢do uma fase movel otimizada para esta separacao, permite uma
precisa e exata quantificacdo das catecolaminas plasmaticas. Com este Kit de reagentes da Chromsystems®, um
analista pode realizar o exame de até 100 amostras de plasma por dia. O método analitico fornece resultados
rapidos e confidveis e, portanto, € adequado para analises de rotina.
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3 Teoriadadeteccao eletroquimica
3.1 Principios gerais

A técnica de medicédo eletroquimica mais empregada na cromatografia liquida é a amperométrica, com potencial de
trabalho constante. Os detectores amperométricos convencionais utilizam uma célula com trés eletrodos, sendo um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo.

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 contra-eletrodo atua na manutencdo 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 transformagfes por oxidacdo ou reducgdo 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 deteccéo eletroquimica ndo é apenas
caracterizada por sua alta sensibilidade, mas também por sua elevada seletividade.

Na detecc¢do das catecolaminas considere:

HO @)
De

HO R — = O R

-2 H+

3.2 Influéncia do potencial de trabalho na deteccéo eletroquimica

A selecdo 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 deteccéo para a substancia de interesse e, ao
mesmo tempo, nenhum sinal para possiveis substancias interferentes, normalmente presentes na amostra
analisada. A relag&o entre o sinal de deteccado e o potencial do eletrodo de trabalho pode ser verificada na figura 2.

4
Signal
(nA or
peak
height/

peak area)

Py P2 Ps=Popt.
Working potential [mV]

Figura 2 — Correlacéo entre potencial de trabalho e detector de sinal.
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Analisando o gréafico anterior, pode-se observar que em um potencial igual ou menor do que P1 a energia
disponivel é insuficiente para a transformagdo 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
trabalho. J& no potencial P3, a energia é suficiente para transformar todas as moléculas da substancia analisada. A
partir desse ponto, nenhum acréscimo de sinal é obtido com o aumento do potencial. O sinal de deteccéo passa a
ser dependente somente da concentracédo da substancia analisada (platé de difusdo controlada).

Uma vez que nenhum acréscimo de sinal é possivel apés 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
nimero cada vez maior de substancias interferentes podem ser transformadas eletroquimicamente.

3.3 Otimizacao do potencial de trabalho

Experiéncias tém demonstrado que a curva de potencial de trabalho versus sinal cromatografico (ver secéao 3.2)
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, atraves de injecdes um padrdo em diferentes potenciais de trabalho.

Para a otimizacdo da andlise de catecolaminas, avalia-se a area ou a altura do pico do padrdo interno
dihidroxibenzilamina (DHBA) em solucdo aquosa padrdo (artigo 6003), uma vez que sua transformacdo
eletroquimica requer o maior potencial de trabalho. Para tanto, o seguinte procedimento é recomendado (ver
Figura 3):

1. Ajuste o potencial de trabalho em +360mV e injete o padréo de calibracé@o (artigo 6003) Determine a area
ou a altura do pico de DHBA no cromatograma obtido.

2. Aumente o potencial de trabalho em 40mV. Injete novamente o padrdo de calibragdo (artigo 6003) e
determine a area ou a altura do pico de DHBA.

3. Se a é&rea ou a altura aumentar em mais de 15%, repita a etapa 2 do procedimento. Caso a area ou a
altura néo se altere significativamente, reduza o potencial em 40mV.

O potencial de trabalho obtido por este método geralmente encontra-se entre +400mV e +500mV (Com eletrodos
de referéncia de Ag/AgCI) e néo é influenciado por manutencdes de rotina na célula de medicdo do detector, tais
como reposicao da solucao de cloreto de potassio ou ativagao do eletrodo de trabalho.

Entretanto, ap0s reparos ou manutencdes mais abrangentes no detector eletroquimico, tais como substituicdo do
eletrodo de referéncia, o procedimento de otimizac&o do potencial de trabalho deve ser repetido.
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Si I 3" injection 4* injection
igna
(Peak area/
peak height)
NA A IS DA NA A IS DA

2* injection \ X

1* injection /

NA A IS DA

>

360 400 440 480
Working potential [mV]

NA = noradrenaline, A = adrenaline, IS = internal standard, DA = dopamine

Figura 3 — Otimizag&o do potencial de trabalho

4 Sistemade HPLC

Atencdo: Antes de utilizar os reagentes do Kit, favor verificar as informag6es de seguranca 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 tubulagdo 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 variagdo de corrente da linha de base seja menor do que 5 nA, a fase mdvel pode ser
colocada no modo de recirculacdo. (pela tubulagao de saida da coluna até o frasco da fase maével).

Recomenda-se uma mistura de agua com 5% de metanol como solucdo de limpeza do sistema de injecdo do
equipamento de HPLC.

Para maiores informacg8es sobre a operacdo 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 detecgéo eletroquimica das catecolaminas correspondente ao valor de
platd determinado experimentalmente (ver secdo 3.2). Para a deteccdo de catecolaminas e de DHBA (padréo

P&agina 10 im 6000 - REV03 - EN 4 - 09-2023 — ANALISE DE CATECOLAMINAS EM URINA POR HPLC




CHROMSYSTEMS

interno) o valor do potencial de trabalho geralmente esta entre 400 e 500mV (com eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI). Apés equilibrio, o valor de corrente da linha de base ndo deve exceder 3 nA.

Separagdo cromatografica:

1. Ajuste o fluxo em um valor entre 0,8 e 1,3 mL/min. A presséo da coluna néo deve exceder 200 bar.

2. A separacao cromatografica pode ser conduzida em temperatura ambiente, mas a temperatura deve ser
mantida 0 mais constante possivel. Variacdes de temperatura, e consequente variacdes no tempo de retencéo
dos picos, podem ser evitadas com a utilizacdo de um forno para coluna.

N&o é necessario desgaseificar a fase mével antes do uso. Quando o sistema estiver equilibrado, a fase mével

pode ser colocada no modo de recirculacao.

Nota: A desgaseificacdo da fase moével reduz o conteddo de solventes organicos da fase moével. Isto altera a
separagdo cromatogréfica das catecolaminas e leva a aumentos significativos do tempo de retengéo.

Analito Tempo de retencéo
(fluxo: Iml/min)
Noradrenalina aprox. 4,5 min
Adrenalina aprox. 5,5 min
Padréo interno (DHBA) aprox. 8,3 min
Dopamina aprox. 13,5 min

O tempo total de analise é de cerca de 15 minutos. Podem ocorrer variagées nos tempos de retencao em + 10%.

Verificando a eficiéncia da separacgao:

Para monitorar a eficiéncia da separagdo do sistema, recomenda-se realizar uma andlise teste antes da anélise
das amostras de urina. Para tanto, uma aliquota do padréo de calibragéo € injetada repetidamente no sistema de
HPLC. Vocé pode definir os parametros de integracdo (por exemplo, marcadores de inicio e fim de pico)
corretamente com base nos cromatogramas obtidos.

A Ultima injecdo pode ser usada para calibracao.

4.3 Coluna cromatografica

A coluna para HPLC, utilizada na analise das catecolaminas, € fornecida equilibrada (pronto para uso) e testada.
N&o deve ser tratada com nenhuma outra solugdo antes do uso. O valor da pressao de uma coluna nova, em
um fluxo de 1,0 mL/min, é de aproximadamente 75 bar (1100 psi). Este valor de pressdo pode aumentar com a
idade da coluna ou com o uso. Uma vez que a separacao cromatografica seja satisfatoria, variagfes da presséo da
coluna séo irrelevantes, desde que ndo excedam 200 bar (3000 psi).

4.4 Cuidados e manutencéo do sistema de HPLC

4.4.1Bomba e tubulacdes

O trabalho analitico, na faixa de sensibilidade necessaria para esta analise, requer minuciosa limpeza da bomba e
das tubulac¢ées do sistema de HPLC.

Apenas reagentes e solventes com graus apropriados de pureza devem ser utilizados. Na deteccédo eletroquimica,
mesmo 0s menores tracos 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 detecgdo eletroquimica resultam de contamina¢des do sistema de HPLC.

Sendo assim, como regra geral, recomenda-se o procedimento de peroxidacdo passiva do sistema de HPLC, com
4cido nitrico, a cada 3 ou 4 meses, dependendo da intensidade da rotina de trabalho do equipamento.
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Procedimento de peroxidacdo passiva:

Antes da passivacdo, a coluna e o detector eletroquimico devem ser desconectados! Contudo, mantenha as
tubulacdes de conex&o da coluna e do detector, unindo-as com o auxilio de juncdes.

Antes de enxaguar com &cido nitrico, a fase mével deve ser lavada com 20 ml de agua ultrapura (grau HPLC) a
uma vazao de 1,5 ml/min. Em seguida, 15-20% de acido nitrico € bombeado através do capilar e do sistema de
injecdo a uma vazédo de 1,5 ml/min por 20 min. A unidade de injecdo deve realizar o procedimento de injecéo
diversas vezes: Com um amostrador automatico, coloque 15-20% de acido nitrico nos frascos de amostra e injete
um volume t&o grande quanto possivel. Ao usar um sistema de injecdo manual, mude de LOAD para INJECT pelo
menos 10 vezes. Apés a passivacao, lave o acido nitrico do sistema com agua ultrapura (grau HPLC), ativando
novamente o procedimento de injecdo varias vezes. O pH da agua de lavagem efluente deve atingir o pH da agua
que entra antes de reequilibrar novamente o sistema com a fase movel.

4.4.2Eletrodo de trabalho
O uso prolongado do detector eletroquimico pode resultar em contaminagdo 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 cromosulfarico.

Atencdo: Use luvas adequadas e seja extremamente cuidadoso ao manipular solugdes de &cidos 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 4cido cromosulflrico sobre a regido central do eletrodo (ponto
preto).
Aguarde de 2 - 5 minutos.
Lave o eletrodo com agua grau HPLC.
Recoloque o eletrodo de trabalho na célula analitica. O lado ativo aponta para o interior da célula.
Reequilibre novamente 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 solucéo de cloreto de potassio (3 mol/L) migram através da membrana (diafragma) do
eletrodo para a fase mével, 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 mol/L 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 difusdo dos ions entre a fase movel e o eletrodo. A cristalizacdo de sais dentro
da célula pode causar rachaduras no diafragma, permitindo um vazamento do conteddo interno do eletrodo de
referéncia para a fase mével 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 ndo podera ser mantido constante. Nesses
casos, substitua o eletrodo ou tente limpar o diafragma com uma solucdo aquosa de amdnia 25% (coloque o
adaptador de Teflon em aménia 25% por uma noite e depois lave-o0 com bastante agua).
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4.4.4Evitando flutuagdes de fluxo da bomba

A deteccdo eletroquimica é baseada em reacdes eletroquimicas das substéncias 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. Flutuacbes 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 variagoes.

4.4.5Desligando o equipamento

Caso o0 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 € necessério realizar um procedimento de lavagem da

coluna. Esta devera ser armazenada na propria fase mével em temperatura ambiente.

2. O detector devera ser colocado no modo de stand-by. O sistema de HPLC devera ser lavado com no minimo
50mL de agua/metanol (50:50).

3. 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 informag6es de segurancga contidas no Apéndice |l
deste manual.

As amostras também podem ser preparadas de forma automatizada com Gilson ASPEC™. Por favor checar
Apéndice I.

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 HCI a 25%. Deste modo, a urina é estavel por até 5 dias
mantidas em temperaturas entre +2° e +8°C. Para armazenar por periodos maiores, aliquotar e congelar a -18°C.

Nota: E de responsabilidade individual dos laboratérios usar todas as referéncias disponiveis e/ou seus proprios
estudos para determinar critérios especificos de estabilidade para seu laboratério.

5.2 Reconstituicdo do padréo de calibragdo em urina

O padrao de calibracéo (artigo 6009) € rastreavel a substancias de referéncia obtidas de fornecedores certificados.

ApOs reconstituicdo, o padrdo de calibracdo devera ser preparado de acordo com o procedimento de preparacao
das amostras, como se fosse uma amostra de paciente. Desta forma, o padrédo devera ser usado para calibrar o
sistema de HPLC.

Para reconstituir o padrao de calibracdo em urina liofilizado, transferir exatamente 10,0 mL de agua
destilada para o frasco contendo o padrao.

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 exposigdo direta a luz.

O valor de concentracdo do padrdo depende do lote e podera ser encontrado no folheto de informagdes que
acompanha o padréo.
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Atencéo:

Este produto foi fabricado a partir de urina humana agrupada. Cada doador que contribui para este produto é
constantemente submetido a controle médico e considerado livre de doencas infecciosas. No entanto, este produto
ainda apresenta um risco residual de infec¢do porque ndo existem métodos de teste absolutamente seguros, os
métodos de teste ndo estdo disponiveis para todas as doencas e o produto pode conter agentes patogénicos
anteriormente desconhecidos. Portanto, recomendamos considerar todos os produtos que contenham materiais
humanos como potencialmente infecciosos. Tenha o mesmo cuidado ao manusear este produto que teria ao
manusear amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Validade 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. Caso o padrao nao seja utilizado dentro deste periodo, deve ser fracionado e armazenado a -18°C, por um
periodo maximo de 3 meses.

5.3 Reconstituicdo dos controles

Depois de reconstituidos, os controles em urina nivel normal (n° 0040) e nivel patolégico (n° 0050) devem ser
analisados como se fossem amostras de pacientes, seguindo o mesmo procedimento analitico designado para a
preparacdo das amostras. Os controles preparados devem ser incluidos em todas as séries de analise para
monitorar a exatidao e precisao do sistema.

Para reconstituir os controles liofilizados, transferir exatamente 8,0 mL de 4gua destilada para cada frasco.
Deixar o frasco em repouso, a temperatura ambiente, por 10 a 15 minutos. Evitar a exposic¢ao direta a luz. Agitar o
frasco ocasionalmente, até que seja formada uma mistura homogénea.

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

Atencéo:

Este produto foi fabricado a partir de urina humana agrupada. Cada doador que contribui para este produto é
constantemente submetido a controle médico e considerado livre de doengas infecciosas. No entanto, este produto
ainda apresenta um risco residual de infeccdo porque ndo existem métodos de teste absolutamente seguros, 0s
métodos de teste ndo estdo disponiveis para todas as doencas e o produto pode conter agentes patogénicos
anteriormente desconhecidos. Portanto, recomendamos considerar todos os produtos que contenham materiais
humanos como potencialmente infecciosos. Tenha o mesmo cuidado ao manusear este produto que teria ao
manusear amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Validade dos controles reconstituidos:

Os controles reconstituidos sdo 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 fracionados e
armazenados a -18°C, por um periodo maximo de 3 meses.

5.4 Procedimento de preparacao das amostras

Estabilizacéo e pré-diluicdo das amostras de urina:

Transferir 3 mL da urina para um recipiente apropriado e adicionar 100 puL do padrdo interno. Entdo, diluir com 6
mL do tampdo de neutralizagdo, e adicionar NaOH 2N até que a cor mude de amarelo ao verde ou verde
acinzentado (ver figura 4). Para amostras de urina fortemente acidificadas pode ser usada maior concentragdo de
NaOH. A cor verde indica que o valor de pH esta ajustado corretamente para a extracdo subjacente. Se a mistura
apresentar cor roxa, indica que o pH esta muito alcalino e deve ser diminuido com cuidado pela adicao de HCI 2N
até que a cor mude para verde.
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Figura 4 — Ajuste do pH de amostras diluidas

O ajuste multiplo de pH acido/alcalino deve ser evitado, pois pode levar a perdas na recuperacdo devido a
um aumento de sal.

Extracdo da amostra com as colunas de limpeza de amostra:

Agite brevemente (para ressuspender) e identifique uma coluna de preparagéo para cada amostra a ser analisada.
Remova a tampa da coluna e corte a aba. Deixe que o tamp&o de eluicdo saia completamente. Coloque todas as
amostras de urina diluida nas colunas de limpeza.

Descarte o efluente.

Lavagem:

Lave a coluna de preparacdo de amostra com dois volumes de coluna de agua destilada (use a coluna de
preparacédo da amostra com agua destilada até a borda superior e deixe a 4gua correr completamente, repetir essa
etapa uma vez). Descartar o efluente.

Eluicéo:

Coloque a coluna de preparacdo da amostra no tubo identificado correspondente, adicione 6 mL do tampé&o de
eluicdo e colete o eluato.

Acidifique o eluato com 180 puL de HCI 5M (30 pL de HCI 5M por mL do eluato).

Injetar 20 pL do eluato no sistema de HPLC.

5.5 Preparo das amostras —resumo

Estabilizacéo e pré-diluicdo das amostras de urina

Colocar 3 mL de urina (amostra de paciente, controle ou calibrador) em um recipiente apropriado, adicionar

+100 pL do padrao interno, entdo adicionar

+6 mL do tampé&o de neutralizacao.

Adicionar NaOH 2N até que a cor mude do amarelo ao verde ou verde acinzentado.

Se a mistura de urina apresentar cor roxa (muito alcalino) diminua o valor do pH com cuidado por adi¢cdo de HCI 2N
até que a cor mude para verde.

Etapa de extracéo:
Colocar todo o volume da amostra de urina diluida na coluna de limpeza de amostra. Descarte o efluente.

Lavagem:
Use a coluna de preparacdo da amostra com agua destilada até a borda superior e deixe a agua correr
completamente, repetir essa etapa uma vez. Descarte o efluente.

Eluicéo:
Adicionar 6 mL do tampé&o de eluicdo e coletar o eluato.
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Analise por HPLC:
Cheque a razéo do fluxo, método de integracédo e a linha de base. Acidifique o eluato com 180 pL de HCI 5M (30
pL de HCI 5M por mL do eluato). Injete de 20 pL do eluato.

Nota: O padrao de calibracéo (artigo 6003) € injetado diretamente no sistema de HPLC, sem o procedimento de
preparagdo da amostra.

5.6 Prazo de validade das amostras preparadas (eluatos)

As amostras, em tampao de eluigdo, sé@o estaveis por 48h se mantidas refrigeradas a +2° a +8°C. Para periodos
maiores de armazenamento, as amostras devem ser congeladas a -18°C.

6 Resultados e avaliagcao

6.1 Calibracdo do sistema

Antes de iniciar a andlise quantitativa das amostras dos pacientes, € 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
retencéo, resolucéo e area/altura de picos praticamente idénticos. Esse cromatograma pode ser usado para ajustar
os parametros de integracdo corretamente. O cromatograma do Ultimo teste de inje¢do pode ser usado para
calibrar o sistema de avaliagdo (Software PC ou integrador).

Entrar com os dados dos tempos de retencdo obtidos e as concentracdes do padréo na tabela de avaliagéo:

Utilizando a solucéo padréo de calibrac&o (artigo 6003):

Substancia analisada Tempo de retencdo (min) Concentracéo (pg/L)
Noradrenalina 4,5 25
Adrenalina 5,5 5
Padréo Interno (DHBA) 8,3 1
Dopamina 13,5 100

O calibrador é injetado diretamente no sistema de HPLC (sem preparacdo de amostra).

Utilizando o padréo de calibracéo liofilizado em urina (artigo 6009):

Substancia analisada Tempo de retencédo (min) Concentracéo (pg/L ou nmol/L)
Noradrenalina 4,5 Ver folheto informativo
Adrenalina 55 -“-
Padréo Interno (DHBA) 8,3 1
Dopamina 13,5 Ver folheto informativo

O calibrador de urina é submetido a todo o preparo da amostra, de forma andloga as amostras do paciente. As
concentracdes dos analitos individuais dependem do lote e podem ser encontradas no folheto informativo que
acompanha o padrao.

Para garantir que ndo ocorreram alteragfes na calibracdo ou nas condi¢cdes de HPLC (tempos de retencéo, etc.),
uma aliquota adicional do calibrador deve ser injetada durante e no final de uma série de andlises.

6.2 Quantificacdo com Padréo Interno

O uso de um padrdo 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 andlise de catecolaminas, o padrao interno
sera o pico n° 3 no cromatograma do padréo de calibragdo) da corrida de calibracdo como o padrao interno.

Composicéo do calibrado aquoso (artigo 6003)
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Noradrenalina: 25 ng/ml (25 pa/l)
Adrenalina: 5 ng/ml (5 pg/
Dopamina: 100 ng/ml (100 pa/h)
Padréo Interno (DHBA): 50 ng/ml (50 pa/l)

Concentracédo do padrao interno:
3, 4 — Dihidroxibenzilamina (DHBA) 1,5 ng/uL.

Sao adicionados 100 pL de solucdo padrao interno (1,5 ng/uL) em 3 mL de urina. A concentracao final de padrao
interno na amostra é, portanto, de 50 pg/L. Uma vez que esta concentracao é idéntica a concentracao presente no
padrao de calibragdo, a concentragédo do padrao interno em todas as amostras devera ser considerada como “1”.

Quando for utilizado o padrdo de calibracéo liofilizado em urina (artigo 6009) desde que a mesma quantidade de
padréo interno seja adicionada ao padréo de calibracdo e as amostras de pacientes, a concentragcdo do padrao
interno também podera ser considerada como “1”.

Os padrdes de calibragao e o padrdo 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 concentragéo da creatinina na urina (em g/L).

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

7 Controle de Qualidade

Os controles devem ser incluidos em todas as séries de andlise 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 informacdes, o sistema
deve ser checado e, se necessério, recalibrado.

8 Valores de referéncia

Noradrenalina: até 570 nmol/24h (97 ug/24h)
Adrenalina: até 150 nmol/L/24h (27 ug/24h)
Dopamina: até 3240 nmol/L/24h (500 ug/24h)

Fonte: L. Thomas, Labor und Diagnose, 5. Edition, TH-Books Verlagsgesellschaft, Frankfurt/Main (2000).

9 Fatores de conversao

Substancia analisada pg/L para nmol/L nmol/L para pg/L
Noradrenalina x 5,9102 x 0,1692
Adrenalina x 5,4585 x 0,1832
Dopamina X 6,5274 x 0,1532

10 Armazenamento e validade dos reagentes

Reagentes ndo abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que as
condi¢des de estocagem indicados no rétulo sejam obedecidas.
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Condi¢cdes de armazenamento dos reagentes:

Produto Armazenamento
Fase Movel +18 a +30° C
Padrdo de Calibracéo +2a+8°C
Padrao de Calibracdo em Urina <-18°C
Padréo Interno +2a+8°C
Tampéo de Neutralizacao +18 a +30° C
Tampéo de Eluicao +18 a +30° C
Colunas de limpeza de amostra +18 a +30° C
Controles em urina nivel | e I +2a+8°C

Os reagentes devem ser fechados e armazenados nas condi¢cdes estabelecidas tdo logo sejam utilizados. Se nada
tiver sido estabelecido anteriormente, a validade de um reagente em uso devera ser de 1 ano apdés sua abertura,
ndo 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 Modvel e residuos dos espécimes preparados contém solventes organicos. Descarte os residuos dos
produtos em um contéiner para solventes organicos livres de halogénio. Estes produtos ndo devem ser
descartados juntamente com lixo doméstico. N&o circule no abastecimento principal de dgua. Descarte de acordo
com as diretrizes 2008/98/EC e de acordo com as exigéncias locais e nacionais. Os contéineres de lixo devem ser
armazenados apropriadamente e 0 acesso s0O deve ser permitido a pessoas autorizadas.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma de um padrao de calibracdo aquoso
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12.2 Cromatograma de uma amostra de paciente
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13 Problemas e Solucdes

Problema

Possivel causa

CHROMSYSTEMS

Solucéo

Linha de base
instavel

Sistema de HPLC contaminado com
substancia eletroquimicamente ativa

Rachaduras no diafragma

Depdésito 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 amonia 25%
ou substituir

Flutuacdo
ritmica da linha
de base

Desgaste de unidades da bomba de HPLC
Superficie do eletrodo de trabalho
contaminada

Danos no interior da célula de deteccdo

Vazamento na célula do detector

Bolhas de ar na bomba

Checar vazamentos na bomba e
chamar o servico técnico se necessario

Limpar o eletrodo de trabalho

Substituir a célula ou chamar o servico
técnico

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

Checar a bomba, desgaseificar o
Sistema de HPLC (purgar)

Ruidos de linha
de base

Sistema néo esta equilibrado

Alteracdo de temperatura ambiente

Pequeno vazamento de uma das conexdes
do sistema

Recircular a fase mével por um periodo
maior

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

Aperte ou substitua os capilares
conectores

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 peroxidagdo passiva
com &cido nitrico, incluindo bomba,
tubulagdes e sistema de injecédo
Substituir a fase mével

Substituir a coluna

Limpar (ativar) 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 (ativar) o eletrodo de trabalho

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

Alteracdo nos
tempos de
retencao

Variacoes de temperatura ambiente

Fluxo irregular

Garantir uma temperatura ambiente
constante para a coluna; coluna do
termostato

Meca a taxa de fluxo. Se o fluxo da
bomba estiver irregular, verifiqgue se ha
bolhas de ar no sistema; ligue para a
assisténcia técnica se necessario

Picos duplos

Volume morto na entrada da coluna
Volume morto na coluna de HPLC

Volume morto no sistema de injecao

Substituir a coluna
Substituir a coluna

Verificar loop de injecéo e falhas em
pecas do sistema

Presenca de
picos
interferentes

Sistema de injecdo contaminado

Seringa de injecado contaminada

Sistema contaminado com substancias
eletroquimicamente 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 peroxidagdo passiva
com &cido nitrico, incluindo bomba,
tubulagdes e sistema de injecédo

Substituir a coluna

As vedacdes do rotor nas véalvulas de
injecéo sao geralmente feitas de
Vespel®, que pode lixiviar com o
tempo, causando picos de artefatos.
Geralmente, vedagdes de rotor feitas
de Tefzel® devem ser usadas

Picos com
ombros

Volume morto no sistema

Checar as conexdes dos capilares para
fixacao correta

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 injec&o bloqueado

Trocar o cartucho da pré-coluna ou a
propria coluna

Lavar o sistema de inje¢cdo com agua,
entdo com isopropanol e novamente
com agua
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Apéndice I: Preparo automatizado das 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, codigo 28
- Estante de solventes, codigo 61
- Estantes mdveis DEC, cddigo 101 (até 3), com vials de coleta e estantes de coleta adequados

Configurando as estantes:

Reagente Estante Posicdo
Amostras Estante de amostras 1-52
Vials vazios Estante de amostras 55-106 (mesmos numeros das
amostras)
5M HCI Estante de amostras 107
Padrdo Interno (6004/A) Estante de amostras 108
Tampao de Neutralizacdo (6008/A) Estante de solventes 109
Tampao de Eluicdo (6006/A) Estante de solventes 110
Colunas de preparacdo de amostras Estantes DEC 113-220
(6007/A)
Vials de Coleta Estante de coleta Mesmos nimeros dos cartuchos
SPE
Agua destilada Reservatorio

Antes de se iniciar uma sequéncia de anélises, 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 séo requeridos:

Reagente Volume
Padrao Interno (6004/A) 55 ul
Tampao de Neutralizacdo (6008/A) 2.75 ml
Tampao de Eluicdo (6006/A) 2.2 ml
5 M HCI 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.

Principio dos arquivos de trabalho do ASPEC™
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O ASPEC™ mistura 660ul de cada espécimen de urina com 55ul de Padrdo interno em um novo vial
vazio, e adiciona tampdo de neutralizacdo para diluicdo e ajuste de pH. N&o é necessaria nenhuma
correcdo de pH antes da extracgao!

A urina diluida é entdo submetida ao preparo de amostra completo (SPE com as etapas de lavagem e
eluicdo) e os eluatos obtidos sdo automaticamente acidificados pelo ASPEC™. As amostras preparadas
estdo prontas para injecdo no sistema de HPLC.

O disco de arquivos de trabalho contém 2 arquivos:

“CATU_NI":
ASPEC™ realiza somente o preparo de amostras, as amostras n&o so injetadas no sistema de HPLC!

“CATU”:

ASPEC™ deve ser adequadamente conectado ao sistema de HPLC! Este arquivo controla o preparo
completo de amostras para catecolaminas 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 sdo
preparadas.

O volume de injecdo é ajustado para 40 pl; isto pode ser alterado na etapa #15 — INJECT.

A etapa #18- WAIT da programacao é usada para coordenar os intervalos de injecdo de acordo com
0 tempo de corrida do cromatograma e o tempo de preparagdo das amostras; isto deve ser alterado
Se necessario.

Nota: Amostras com baixa recuperacdo de catecolaminas (o pico do padrdo interno € significativamente
menor do que no padrdo de calibragdo) foram preparadas a partir de urina muito acida. Estes espécimes
devem ser diluidos com agua destilada (ou o pH da urina deve ser aumentado manualmente) e
reanalisada.

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

Configuracao do DILUTOR
Type
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Left syringe volume
Right syringe volume
Transfer tubing

ID number

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 solicitac&o.

Produto Risco
Fase Movel (artigo 5001/5002) Perigo

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

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

P301+P312Em caso de ingestéo: 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.

Padréao de Calibracéo (artigo 6003) | Perigo

@

H290 Pode ser corrosivo a metais.

S

Padréo Interno (artigos 6004, Perigo
6004/A1, 6004/A5)
H290 Pode ser corrosivo a metais.

<

Esses componentes ndo séo classificados como perigosos de acordo com a legislacdo da Unido
Europeia:

Padrédo de calibracdo em urina (artigos 6009, 6009/T)

Tampao de neutralizagéo (artigos 6055, 6008/A1, 6008/A5)

Tampao de eluicao (artigos 6006, 6006/A9)

Controles enddcrinos em urina (artigos 0040, 0050)

Solucéo KCI 3M (artigo 41239)
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Apéndice lll: Calculo manual

Para o calculo manual, os seguintes dados séo requeridos:

Area/altura do pico da substancia A no cromatograma da amostra = Aamostra
Area/altura do pico da substancia A no cromatograma do padréo de calibracéo =Apadrio
Area/altura do pico do padréo interno no cromatograma da amostra =1Samostra
Area/altura do pico do padro interno no cromatograma do padrdo de calibracio =1Spadrao
A concentracdo C da substancia A no padréo de calibracéo =Cpradrio

A concentracdo Canaiise,amostra N@ @amostra é entao calculada como a seguir:

CAnéIise,Amostra( mg/I) = AAmostraX ISPadréo X CPadréo
APadréo X |SAmostra
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Apéndice IV: Validacao
Linearidade e limite de quantificacdo

Para checar a linearidade e validar o método, amostras de urinas foram selecionadas com quantidades definidas
de noradrenalina, adrenalina e dopamina. Aliquotas mdltiplas dessas preparacdes foram submetidas ao
procedimento de preparo de amostra.

Recuperacéo
A recuperacao analitica foi determinada a partir do slope da curva de calibragdo das amostras de urina e solugfes
de padr6es diluidos.

Substancia analisada Recuperacao [%]
Noradrenalina 80
Adrenalina 68
Dopamina 91
Padrdo Interno (DHBA) 81

Linearidade / Limite de quantificagao:
O método é linear a partir do limite de quantificagdo designado até o limite superior.

Analito Limite de quantificacdo | Faixa linear de até pelo menos [ug/l]
[ug/l] aprox. *
Noradrenalina 2,5 1450
Adrenalina 1,6 1800
Dopamina 3,6 2200

*Os limites de quantificagcdo dependem das condi¢bes do eletrodo de trabalho.

Preciséo intra-ensaio

A determinacdo da precisdo intra-ensaio foi realizada a partir de multiplos preparos (n=10) da determinacdo das
concentracdes dos analitos da mesma espécie em 3 concentragdes diferentes.

Pool de urina: valores normais.

Substancia analisada Coeficiente de variacdo [%] (concentracéo pg/L)
n=10 n=10 n=10
Noradrenalina 1,2 (61,1) 1,7 (202) 1,2 (134)
Adrenalina 2,9 (11,7) 1,8 (47,9) 2,1 (30,5)
Dopamina 0,8 (193) 2,2 (453) 1,2 (326)

Preciséo inter-ensaio
A determinacdo da preciséo inter-ensaio foi realizada a partir de 4 preparos e a determinacdo das concentracfes
dos analitos em pool de urina (niveis normais e patoldgicos) em 20 séries de testes em duplicata.

Analito Coeficiente de variacdo [%] (concentracéo pg/L)
n=80 n=80
Noradrenalina 2,5 (61,7) 3,1 (204)
Adrenalina 4,1 (11,9) 3,2 (49,8)
Dopamina 3,9 (192) 3,3 (450)
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Apéndice V: Declaracéao de Conformidade

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LOCMS/MS

EC-Declaration of Conformity
according to directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Hoag 12

082166 Grafelfing, Germany

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

Nemenclalure term:  Adrenaline / Noradrenaline / Dopamine
Nomencloture code:  12.06.3001-00
Classification: other product

Product name:  Catecholamines in Urine
Controls: Endocrine Urine Control

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

Conformily assessment procedure:

Annex I1l of the directive 98/79/EC E
Applied harmonized standards:
EN ISO 9001, EN ISO 13485, EN ISO 14971, EN ISO 181132, EN 980,
EN 1SO 23640, EN 1364] =
Notified body: -
Munich, June 04, 2012 A

(oo C 25

Michael Meier

Managing Director
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