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Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Andlise de

Metanefrinas em urina por HPLC no site www.biosys.com.br.

FINALIDADE PRETENDIDA

Este Kit de reagentes é um dispositivo médico de diagndstico in
vitro projetado para usudrios profissionais em laboratérios
clinicos para a determinagdo quantitativa das normetanefrinas,
metanefrinas e 3-metoxitiraminas totais (soma dos metabdlitos
livres e conjugados) em amostras de urina humana.

A preparagdo das amostras é realizada manualmente e a
separacdo analitica é feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo eletroquimica (HPLC-ECD).

O ensaio destina-se a pacientes nos quais 0s niveis urinarios de
normetanefrina total, metanefrina total e 3-metoxitiramina total
sdo de importancia clinica, principalmente como auxilio ao
diagndstico e monitoramento de suspeita de feocromocitoma e
paraganglioma.

Além disso, o ensaio destina-se a pacientes nos quais os niveis
urinarios de normetanefrina total e 3-metoxitiramina total sdo
de importancia clinica, como auxilio ao diagndstico e
monitoramento de suspeita de neuroblastoma.

Limitagédes Clinicas

N&o ha faixas de referéncia universalmente aplicaveis para os
analitos cobertos pelo ensaio "Metanephrines in urine". Os
resultados obtidos com diferentes métodos de teste ndo podem
ser comparados. Os laboratérios devem indicar o método usado
nas analises para permitir a interpretacdo precisa dos
resultados.

Os usuarios devem especificar seus proprios intervalos de
referéncia com base na avaliagdo clinica. Os fatores de
conversdo entre diferentes métodos de andlise ndo devem ser
usados para prever resultados para um paciente especifico.

Para aumentar a confiabilidade e minimizar o risco de achados
falso-negativos, os testes com resultados limitrofes devem ser
repetidos [1]. Além disso, sdo recomendados procedimentos
diagndsticos de segunda e terceira ordem (por exemplo,
histologia, bidpsia, ressonancia magnética, tomografia
computadorizada, ultrassonografia, cintilografia, endoscopia
etc.) [22].

Este produto IVD ndo é adequado para detectar neoplasias
neuroendocrinas que sdao bioquimicamente silenciosas, nao
funcionais ou nao secretoras, respectivamente.

Em pacientes com neuroblastoma confirmado histologicamente,
que concluiram o tratamento, mas tém evidéncia radioldgica de
doenga residual sem crescimento tumoral detectdvel, a
produgdo de horménios, incluindo a 3-metoxitiramina, pode ser
baixa ou ausente. Esses pacientes podem, portanto, ter baixos
niveis totais de 3-metoxitiramina na urina, apesar da doenca
residual [18].

Quantidades consideraveis de conjugados de sulfato de 3-
metoxitiramina e normetanefrina sao formadas principalmente
nos tecidos gastrointestinais e excretadas na urina. Dessa
forma, os conjugados de sulfatos de fontes de tecido
gastrointestinal parcialmente diferentes, contribuem para os
niveis urindrios de 3-metoxitiramina e normetanefrina. Isso
deve ser levado em consideragdo para niveis elevados [1].

Os pacientes com os seguintes disturbios podem apresentar
valores mais altos de normetanefrina: insuficiéncia cardiaca,
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cardiopatia congénita ciandtica, sindrome da apneia do sono,
insuficiéncia renal, acrodinia (envenenamento por mercurio) e
hemorragia intracerebral aguda [1].

Os pacientes com os seguintes disturbios podem apresentar
valores mais altos de metanefrina: pseudofeocromocitoma e dor

[1].

Os resultados de pacientes com insuficiéncia renal podem nédo
ser confidveis devido a influéncia da fungdo renal prejudicada
na eliminagdo urinaria [1].

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

PRINCIPIO

Esse ensaio permite a determinagdo quantitativa simultdnea de
metanefrina, normetanefrina e 3-metoxitiramina na urina como
metanefrinas totais (soma de metabdlitos livres e conjugados).
As formas conjugadas (sulfato e glucuronideo) sdo liberadas por
hidrdlise acida apds o ajuste do pH. Posteriormente, as
amostras sao purificadas por uma extracdo eficiente em fase
solida, que pode ser realizada de forma manual ou
semiautomatica. O ajuste do pH para garantir a extracdo
completa é verificado com base na mudanga de cor de um
indicador. O uso de um padrdo interno especifico garante alta
precisdo e confiabilidade na quantificacdo dos analitos. Os
analitos e o padrdo interno sdo entdo separados
cromatograficamente em uma Unica andlise isocratica de HPLC
e quantificados usando um detector eletroquimico (ECD).

REAGENTES

Componentes e Composigdes:
Componente Composicao Apresen
tacao
Fase movel Solugdo de acetronitrila 1x
(Mobile Phase) 1000 mL
Mix de Analitos Normetanefrina, metanefrina 1x
(Mix Analites) 3-metoxitiramina, 10 mL
4-hidroxi-3-metoxibenzilamina
Acido Cloridrico

Padrdo Interno 4-hidroxi-3- 1x
(Internal metoxibenzilamina 10 mL
Standard) Acido Cloridrico
Tampao de Tampao Borato 2 X
Neutralizagdo 300 mL
(Neutralisation
Buffer)
Tampdo de Solugdo de hidréxido de sddio 2 X
Lavagem 250 mL
(Wash Buffer)
Tampdo de Solugdo de hidréxido de sédio 2 X
Eluicdo 250 mL
(Elution Buffer)
Colunas de Diéxido de silicio 100
preparo unidades
(Sample Clean
Up Columns)
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INSTRUC&ES DE ARMAZENAGEM DOS REAGENTES

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

Temperaturas de armazenamento:

Artigo Produto Armazenamento
2021 Fase movel 18 - 30°C
2033 Mix de analitos 2 - 8°C
2024 Padrdo Interno 2 - 8°C
2025 Tampao de Neutralizacdao 18 - 30°C
2026 Tampdo de Lavagem 18 - 30°C
2027 Tampao de Eluigdo 18 - 30°C
2028 Sample Clean Up Columns 18 - 30°C
CUIDADOS E PRECAUC&ES

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

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

DESCARTE

Residuos perigosos

A fase mdvel (art. 2021) contém solventes organicos. Descarte
os residuos do produto em um recipiente coletor para solventes
organicos livres de halogénio. O Mix de analitos (art. 2033) e o
Padrdo Interno (art. 2024) contém um acido forte. Neutralize
os residuos do produto e descarte-os em um recipiente de coleta
para solugdes salinas. O Tampdo de Lavagem (art. 2026) e o
Tampdo de Eluicdo (art. 2027) contém uma base forte.
Neutralize os residuos do produto e descarte-os em um
recipiente de coleta para solugdes salinas. Residuos de
amostras de pacientes, amostras preparadas, controles (art.
0040, 0050) e calibrador (art. 2009), bem como consumiveis
de laboratério contaminados com material humano, devem ser
coletados e descartados como residuos potencialmente
infecciosos.

Os residuos perigosos ndo devem ser descartados junto com o
lixo doméstico. Ndo circule no abastecimento de agua
principal.Faca o descarte de acordo com as diretrizes e
regulamentos nacionais e locais em vigor.

Os recipientes de residuos devem ser armazenados
adequadamente e 0 acesso deve ser permitido apenas a partes
autorizadas.

Residuos nado perigosos

O Tampao de Neutralizagdo (art. 2025), bem como os
consumiveis de laboratério ndo contaminados, ndo sdo
classificados como perigosos. Descarte em conformidade com
0s requisitos nacionais e locais.

PREPARACAO DOS REAGENTES
Os reagentes estdo prontos para uso.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 2120).
Urine Calibration Standard (Chromsystems art. 2009).
Endocrine Urine Control, Normal Range (Chromsystems art.
0040).

Endocrine Urine Control, Pathological Range (Chromsystems
art. 0050)

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

O material a ser testado € urina. Normalmente, urina de 24
horas sdo usadas para estd anadlise. Caso seja dificil ou
impossivel, urina isolada também pode ser utilizada. Nesse
caso, os resultados devem ser relacionados a creatinina. Em
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certos casos, também pode ser apropriado relacionar a urina de
24 horas a creatinina [10].

Diferentes aminas biogénicas, como catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina e dopamina), metanefrinas (metanefrina,
normetanefrina e 3-metoxitiramina) e seus metabdlitos (acido
vanililmandélico e acido homovanilico), bem como serotonina e
seu metabolito dcido 5-hidroxiindolacético, sdo frequentemente
dosadas em combinagdo, e a coleta de urina de 24 horas é
demorada e estressante para os pacientes. Consequentemente,
€ (til ter um procedimento de amostragem universal para todos
os analitos.

A intersecao da faixa de pH ideal para todos os analitos
(normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina) na urina é de
pH 2,5 a 5,0, que pode ser alcangado pela adicdo de acido
cloridrico ou acético ao recipiente de coleta antes da coleta da
urina. No mesmo pH, ndo ha diferenga na estabilidade entre a
estabilizacdo com acido cloridrico ou acético. Alguns analitos
também sdo estaveis em uma faixa de pH mais ampla.
Entretanto, os acidos oxidantes, como o acido sulftrico, ndo sdo
adequados.

Alguns analitos sdo sensiveis a luz. Consequentemente, as
amostras de urina devem ser protegidas da luz durante a coleta
e 0 armazenamento.

Para atingir a faixa ideal de pH de 2,5 a 5,0, recomenda-se
adicionar 9 ml de acido cloridrico a 20% ao recipiente de coleta
protegido da luz antes da coleta de urina, que também é usado
em um sistema comercial de coleta de urina. Também sé&o
comumente usados 10 ml de acido cloridrico de 10% a 25% ou
10 a 20 ml de acido acético. O pH resultante depende muito do
volume da urina, bem como da capacidade de tamponamento
da urina. Consequentemente, o pH deve ser verificado quando
as amostras chegam ao laboratoério.

Se apenas as metanefrinas totais forem determinadas, também
é possivel usar a urina de 24 horas sem estabilizadores [11].

interferéncias
catecolaminas e

Observacgoes
farmacocinéticas nos
metanefrinas urinarias:
Diversos fatores, como dieta e estresse, podem influenciar os
niveis de catecolaminas e metanefrinas na urina [23].

importantes sobre
niveis de

A ingestdo dos seguintes alimentos pode causar niveis
elevados de catecolaminas (o que pode levar a um
diagnostico falso-positivo de PPGL):

Os pacientes devem ser instruidos a ndo fumar, ndo consumir
alcool e cafeina e a evitar alimentos ricos em catecolaminas ou
tiraminas (bananas, feijoes, sucos de frutas, nozes, batatas ou
tomates) pelo menos 8 a 12 horas antes e durante a coleta de
urina [11].

Sabe-se que a nicotina e a cafeina, em particular, aumentam os
niveis de adrenalina [1], assim como o queijo duro e vinho tinto
para aumentar os niveis de noradrenalina [11].

A ingestao dos seguintes alimentos pode causar niveis
elevados de metanefrinas (o que pode levar a um
diagnéstico falso-positivo de PPGL e/ou neuroblastoma):
Os pacientes devem ser instruidos a evitar alimentos ricos em
catecolaminas ou tiraminas (feijdo, sucos de frutas, batatas,
vinho tinto, tomates) pelo menos 8 a 12 horas antes e durante
a coleta de urina [11].

Os pacientes devem ser instruidos a ndo fumar, ndo consumir
alcool e cafeina e a evitar alimentos ricos em catecolaminas

ou tiraminas (améndoas, bananas, cha preto, queijo, chocolate,
ovos, hozes ou baunilha) pelo menos 3 dias antes e

durante a coleta de urina [24].

A ingestdo dos seguintes medicamentos pode causar
niveis elevados de catecolaminas e metanefrinas (o que
pode levar a um diagnéstico falso-positivo de PPGL e/ou
neuroblastoma):

agonistas/simpaticomiméticos dos receptores a-adrenérgicos
(por exemplo, efedrina, pseudoefedrina, fenilefrina),

levodopa (L-DOPA), a-metildopa, metanfetamina,
nitroglicerina, narcéticos e psicoestimulantes (por exemplo,
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anfetaminas), teofilina, fenoxibenzamina (usado como anti-
hipertensivo em pacientes com feocromocitoma), tetraciclina e
antibidticos triciclicos [11,23-25]. Desses, especialmente
pseudoefedrina, anfetaminas e fenoxibenzamina sdo
conhecidas por aumentar os niveis de noradrenalina [1]. Além
disso, carbidopa pode levar a niveis mais altos de dopamina
[11].

Além disso, sabe-se que cocaina, inibidores da monoamina
oxidase (IMAOs), morfina e os inibidores da recaptagdo de
serotonina, em particular, aumentam os niveis de metanefrina
[24].

Especialmente clozapina, mirtazapina, quetiapina e risperidona
sdo conhecidas por aumentar os niveis de noradrenalina [1].

A ingestdao dos seguintes medicamentos pode causar
niveis reduzidos de catecolaminas e metanefrinas (o que
pode levar a um diagnéstico falso-negativo de PPGL e/ou
neuroblastoma):

a-metil-para-tirosina e reserpina [23].

Especialmente venlafaxina/duloxetina e cocaina podem levar a
niveis mais baixos de noradrenalina [1].

Os dados de estabilidade a seguir sdao baseados em
investigagles internas. Como a literatura ndo descreve uma
dependéncia do doador na estabilidade nem foi encontrada em
pré-testes, um pool de urina de varias pessoas saudaveis foi
analisado apds a acidificacdo com acido cloridrico (HCI) e acido
acético (HOAc), bem como sem acidificacdo. Em todos os casos,
as amostras foram protegidas da luz e bem fechadas.

Estabilidade das amostras:

Vida atil de armazenamento

Temperatura de pH 1,5 pH 2,5

armazenamento (HCI) (HCI)
+20 a +25°C 2 semanas 2 semanas
+2 a +8°C 4 semanas 4 semanas
abaixo -18°C 4 semanas 4 semanas
Ciclos de 3 ciclos 3 ciclos
congelamento/
descongelamento

T t d Vida atil de armazenamento
af:apg:a::nti PH 3,5 PH 5,0 PH 6,1
(HCI/HOAC) | (HCI/HOAC) | (sem acidificagdao)
+20 a +25°C 2 semanas 2 semanas 2 semanas
+2a +8°C 4 semanas 4 semanas 4 semanas
abaixo -18°C 4 semanas 4 semanas 4 semanas
Ciclos de 3 ciclos 3 ciclos 3 ciclos
congelamento/
descongelamento

E responsabilidade de cada laboratério usar todas as referéncias
disponiveis e/ou seus proprios estudos para determinar os
critérios especificos de estabilidade.

PROCEDIMENTO DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Volume de injegdo: 20 pL (preparagdao manual da amostra);

Tempo de corrida: 15 min (Padrao Interno art. 2024)

Taxa de fluxo: 1 mL/min

Temperatura da coluna:+20 a +25°C

Solugdo de limpeza da agulha para o injetor: agua/metanol,
90/10 v/v

Otimizacgao do potencial de trabalho

A experiéncia tem mostrado que a curva de potencial de
sinal/trabalho para uma determinada substéancia difere de
detector para detector. Isso se deve ao fato de que os sistemas
de referéncia (eletrodos de referéncia) nos diferentes
detectores ndo sdo completamente idénticos e, portanto,
produzem diferentes potenciais de referéncia. Isso significa que
o potencial de trabalho ideal para um sistema HPLC com
deteccdo eletroquimica deve ser determinado empiricamente
por meio da injecdo de uma mistura padrdao em diferentes
potenciais de trabalho. Para otimizar a analise de metanefrinas,
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é usada a area ou a altura do pico do Padrdo Interno 1 (ISTD1)
- contido no Mix de analitos (art. 2033) - uma vez que sua
transformagdo eletroquimica exige o potencial de trabalho mais
alto.

O procedimento a seguir é recomendado para o uso do ECD CLC
100 da Chromsystems:
1. Ajuste o potencial de trabalho para +740 mV e injete o Mix
de analitos (art. 2033), determine as alturas/areas do pico para
o Padrdo interno
2. Aumente o potencial de trabalho em 40 mV e injete o Mix de
analitos, determine as alturas/areas do pico para o Padrdo
interno
3. Se a altura/area do pico aumentar em mais de 15% — repita
a etapa 2.

Se a altura/area do pico aumentar em menos de 15% —
reduza o potencial para o ultimo valor (-40 mV).

O potencial de trabalho ideal determinado por este método é
geralmente de +780 a +840 mV (em comparagdo com o
eletrodo de referéncia Ag/AgCl) ao utilizar o ECD CLC 100 da
Chromsystems e ndo ¢é influenciado pela manutengdo de rotina
da célula de medicdo (por exemplo, substituicdo da solucdo de
KCl, ativagdo do eletrodo de trabalho).

No entanto, apds grandes perturbagbes na célula de medicdo
(por exemplo, substituicdo do eletrodo de referéncia), a
otimizacdo do potencial de trabalho deve ser repetida.

Procedimento manual de preparo de amostras:

Importante:

A protecdo adequada contra a luz é essencial para todas as
amostras, calibrador (art. 2009), controles (art. 0040 e 0050),
Mix de Analitos (art. 2033) e o Padrdo Interno (art. 2024). Nao
os exponha a luz solar direta em nenhum momento.
Certifique-se de que o lote de reagentes (incluindo o padrao
interno) utilizado para o preparo da amostra, bem como o lote
do calibrador e do controle, ndo sejam alterados dentro de uma
sequéncia.

Se varios frascos do Padrdo Interno forem necessarios para uma
sequéncia de preparo da amostra, junte-os antes do uso.

Antes do preparo da amostra, deixe o0s reagentes/
calibradores/controles/amostras armazenados congelados ou
refrigerados atingirem a temperatura ambiente e misture bem.
Para preparar amostras de pacientes, calibradores e controles
para andlise, siga as seguintes etapas na ordem indicada:

Hidrdlise acida

1. Pipete 100 pL de Padrdo Interno (art. 2024) em um tubo
adequado

2. Adicione 1 mL de amostra/calibrador/controle

3. Ajuste o pH para 0,8-1,0 usando HCI 2N

4. Feche o tubo e incube a 95°C em um banho-maria por 30

minutos

5. Esfrie imediatamente

Neutralizagdo:
6. Adicione 6 mL de Tampdo de Neutralizagdo (art. 2025) a
urina hidrolisada

Cuidado!

Nesta etapa deve ocorrer uma mudanga de cor de amarelo-
amarronzado para roxo!

Se a amostra mantiver a cor amarelo-amarronzado: adicione
NaOH 2N, gota a gota, até que ocorra uma mudanga de cor.
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Extragdo

7. Agite a Sample Clean Up Column (art. 2028) para
ressuspender o contetdo

8. Retire a tampa da coluna e remova o bocal de vedagao

9. Deixe o tampdo de equilibrio fluir completamente e descarte
o efluente

10. Aplique toda a urina diluida na Sample Clean Up Column
deixe fluir e descarte o efluente

11. Lave com 10 mL de agua de alta pureza e descarte o
efluente
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12. Lave com 5 mL de Tampado de lavagem (art. 2026), descarte
o efluente

13. Adicione 5 mL de Tampdo de eluigdo (art. 2027) a Sample
Clean Up Column e colete o eluato em um frasco adequado

Continuacdo da preparacdo da amostra antes da injegdo:

14. Adicione 150 pL de acido acético glacial ao eluato e misture
brevemente

15. Injete 20 pL do eluato estabilizado no sistema HPLC.

Estabilidade das amostras preparadas

Temperatura de | Vida atil de Outras condigdes de
armazenamento armazena- armazenamento
mento
+20 a +25°C 3 dias Protegido da luz, bem
fechado, frascos de vidro
+2 a +8°C 7 dias Protegido da luz, bem
fechado, frascos de vidro
Abaixo de -18°C 4 semanas Protegido da luz, bem
fechado, frascos de vidro
Ciclos de 1 ciclo -
congelamento/
descongelamento

Misture bem os eluatos descongelados antes da injecdo.

Tempos de retencao esperados
A tabela a seguir mostra os tempos de retencdao aproximados
dos analitos e Padrdes Internos a uma vazao de 1,0 mL/min.:

Analito Tempo de retencdo
aprox.
Normetanefrina 5,5 min.
Metanefrina 7,0 min.
Padrdo Interno 1 (ISTD 1)* 8,3 min.
3-Metoxitiramina 12,5 min.

*componente do artigo 2024

Os tempos de retencdo podem variar ligeiramente, por
exemplo, se houver uma mudanga na temperatura ambiente,
se vocé usar um novo lote de fase mdvel ou se vocé substituir
a coluna de HPLC. Portanto, use um cromatograma de
calibragcdo para determinar os valores atuais.

Manipulacao de amostras acima da faixa de medicao
analitica

Amostras de pacientes cujas concentracdes de analito estejam
acima da faixa de medicdao analitica devem ser tratadas da
seguinte forma:

Antes da preparacdo da amostra, dilua a amostra original do
paciente com acido cloridrico 2 mM em uma proporcao de até
1:100 para que o resultado da andlise, independentemente do
fator de diluicdo, esteja dentro da faixa de medicdo do método.
Em seguida, prepare as amostras conforme descrito no item
“Procedimento manual de preparo de amostras”.

Ao calcular as concentragdes dos analitos nas amostras, o fator
de diluicdo deve ser levado em consideragao.

Controle de Qualidade

Monitore a veracidade e a precisdo das analises incluindo
controles em cada analise, pelo menos uma vez durante e no
final de uma série de amostras. Se a andlise desses controles
apresentar valores fora da faixa indicada na Instrugdo de Uso
do produto utilizado, verifique o sistema e tome as medidas
apropriadas. Se a discrepancia persistir, recalibre o sistema.

A Chromsystems disponibiliza os seguintes controles:

Artigo Produto Apresentacao

0040 Endocrine Urine Control, 10 x 8,0 mL
Normal Range (liof.)

0050 Endocrine Urine Control, 10 x 8,0 mL
Pathological Range (liof.)

Calibracao do sistema de analise

Realize uma calibracdo do sistema de andlise para cada
série de medigGes. A Chromsystems disponibiliza o seguinte
produto, Urine Calibration Standard (art. 2009). As
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concentragdes dos analitos no calibrador sdo dependentes
do lote. Os niveis exatos sdo fornecidos na Instrugdo de Uso
do produto.

As curvas de calibragdo sdo construidas calculando a razéo
entre a area ou altura do pico do analito e do padrdo interno
(ISTD) no eixo y, em relagdo a concentragdo do calibrador
no eixo Xx. Em seguida, plote uma curva de calibragdo
passando pela origem para todos os analitos (calibragao de
ponto Unico).

Selecione o método de padrdo interno para calibragdo no
seu sistema de andlise e defina a concentracdo dos padrdes
internos como “1”.

Fatores de conversao

Analito pg/L para nmol/L nmol/L para pg/L
Mg/ 24 h para nmol/24 h para
nmol/24 h pg/24 h
Normetanefrina x 5,458 x 0,1832
Metanefrina x 5,070 x 0,1972
3-Metoxitiramina x 5,981 X 0,1672

Para a conversdo de dados com referéncia a creatinina, aplicam-
se os seguintes fatores de conversdao.

Hg/g de creatinina nmol/L de
Analito para creatinina
nmol/L de para
creatinina pg/g de creatinina
Normetanefrina x 0,6174 X 1,620
Metanefrina x 0,5735 X 1,744
3-Metoxitiramina X 0,6765 X 1,478

CALcULOS
Para o calculo manual, os seguintes dados sdo requeridos:

—  Area/altura do pico da substancia A no =Aamostra
cromatograma da amostra

—  Area/altura do pico do padrdo interno no =ISamostra
cromatograma da amostra

— Inclinacao da curva de calibragdo =a

Calcule a concentracdo da substancia A na amostra (Camostra)
da seguinte forma:

Camostra = Aamostra IS adréo

a

DADOS DE DESEMPENHO ANALITICO

Linearidade / limite de quantificagao:

O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi determinado
utilizando diluigdes definidas de amostras de urina com agua. O
limite superior de quantificagdo (ULOQ) foi determinado pela
adicdo de quantidades definidas de substancias padrdo as
amostras de urina. A preparagao da amostra foi realizada com
o Padrdo Interno (artigo 2024).

Analito LLOQ ULOQ

Normetanefrina 4,5 pg/L 3000 pg/L
Metanefrina 7,3 pg/L 5900 pg/L
3-Metoxitiramina 9,9 pg/L 5900 pg/L

Repetibilidade intra-ensaio

Os coeficientes de variagdo foram determinados em trés
concentragdes diferentes por meio da preparagao repetida
(n=10) da mesma amostra de urina em uma sequéncia. A
preparagao da amostra foi realizada manualmente utilizando o
Padrdo Interno (art. 2024).

Analito CV% (concentracdo em pg/L)
Normetanefrina 1,4 (325) 1,0 (708) 0,8 (968)
Metanefrina 1,0 (189) 2,7 (275) 0,9 (362)
3-Metoxitiramina 2,1 (164) 1,8 (264) 0,9 (357)
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Repetibilidade entre ensaios

A determinagdo da repetibilidade inter-ensaios foi feita em duas
concentracgoes diferentes por meio da preparagao repetida (n =
10) da mesma amostra de urina em 10 dias diferentes. A
preparagdao da amostra foi realizada manualmente utilizando o
Padrdo Interno (art. 2024).

Analito CV% (concentracdo em pg/L)
Normetanefrina 2,7 (351) 1,7 (1427)
Metanefrina 2,4 (170) 2,6 (1206)
3-Metoxitiramina 4,4 (153) 3,5 (1276)

Precisao (reprodutibilidade)

Os dados de desempenho foram determinados em 3 locais com
base em 5 amostras de urina diferentes por meio do
processamento de 5 vezes em 5 dias diferentes. O
procedimento é baseado no CLSI EP05-A3 e corresponde a um
projeto de teste 3 x 5 x 5. A preparacao das amostras foi feita
manualmente em dois locais e de forma semiautomatizada no
terceiro local.

Reprodutibilidade, determinagdo com Padr&do Interno (art.2024)

As substancias a seguir foram testadas e néo
apresentaram pico interferente e/ou tiveram influéncia
insignificante nos resultados quantitativos (desvio =15
%).

Acetaminofeno (paracetamol), acido N-acetil-5-amino salicilico,
adenosina, adrenalina, alopurinol, alprazolam, amlodipina,
anfetamina/dexamfetamina, apixaban, atenolol, azitromicina,
bisoprolol, candesartan, capecitabina, carvedilol, cefuroxima,
citalopram, clonazepam, &cido 3,4-dihidroximandélico (DOMA),
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), 3,4-dihidroxifenilglicol
(DHPG), L-dopa, doxorrubicina, edoxabana, empagliflozina,
enalaprilato, fluoxetina, formoterol, furosemida, gabapentina,
glipizida, 4acido homovanilico (HVA), hidroclorotiazida,
hidrocodona, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), brometo de
ipratropio, labetalol, levotiroxina, lisinopril, losartana,
mesalazina (5-mesalamina, acido 5-aminossalicilico),
metamizol/dipirona como 4-metilaminoantipirina, metformina,
3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), metildopa,
metoclopramida, metoprolol, metirosina, minoxidil,
noradrenalina, fenprocoumon, pravastatina, pregabalina,
ranitidina, rivaroxaban, rosuvastatina, salbutamol/albuterol,
sitagliptina, sotalol, tamsulosina, tilidina como nortilidina,

torasemida, tramadol, uradipil, valsartana, acido
Analito Conc. Cv IC95% vanilmandélico (VMA), venlafaxina.
Média
Normeta- 20,2 ug/L 14,1 % 10,3-22,4 % DADOS DE DESEMPENHO CLINICO
nefrina 99,8 ug/L 6,4% | 3,9-184% 0 método do ensaio da Chromsystems “Metanefrines in urine”
288 pg/L 4,8 % 32-99% (art. 2020-B) e o método da literatura apresentado abaixo s&o
1305 pg/L 4,7 % 3,1-9,5% equivalentes, conforme comprovado por comparacdes de
2313 pg/L 4,4 % 3,1-7,6% métodos internos realizadas na Chromsystems.
Metanefrina 24,3 ug/L 7,2 % 59-92%
74,0 pg/L 7,4 % 5,5-11,3% NM= Normetanefrina; M= Metanefrina
235 pg/L 54 % | 3,3-14,0% 3-MT= 3-Metoxitiramina
2400 pg/L 54 % 3,5-11,2%
4538 pg/L 4,5 % 3,1-80% Dados de desempenho clinico relativos a feocromocitoma
3- 26,3 pg/L 10,7% | 7,9-16,5% e paraganglioma para M e NM combinados [9]
Metoxitiramina 58,2 pg/L 9,9 % 7,0 -16,8 %
164 ug/L 6,5 % 4,3-12,5% Limite (corte superior) 450 pg/24 h para NM
2446 pg/L 63% | 47-96% 350 pg/24 h para M
4787 ug/L 6,7 % 5,0-10,0 % Sensibilidade diagndstica 98,3% comb. para NM e M

INTERFERENTES CONHECIDOS

Na presenca das seguintes substadncias, interferéncias
foram observadas:

A presenca das interferéncias declaradas pode afetar a precisao
dos resultados do teste em >15% ou causar picos de
interferéncia.

A amoxicilina, um medicamento antibidtico, causa varios picos
adicionais. A precisdo dos resultados de todos os analitos pode
ser afetada. Além disso, a amoxicilina causa uma interferéncia
gue ndo foi observada na injegdo primaria. Mas ela elui em um
tempo de 33 a 38 minutos nas injegdes subsequentes e pode
afetar a precisao dos resultados do teste.

A diidralazina, um medicamento anti-hipertensivo, causa varios
picos adicionais. A precisao dos resultados de todos os analitos
pode ser afetada.

A dopamina, um neurotransmissor, causa Vvarios picos
adicionais. As concentragdes de dopamina > 14,2 mg/L podem
afetar a concentragdo dos resultados do teste para todos os
analitos.

A hidralazina, um medicamento anti-hipertensivo, elui em um
tempo de 12 a 30 minutos na injecdo primaria e nas injeces
subsequentes e pode afetar a precisao dos resultados do teste.

A metenamina (urotropina), um medicamento antisséptico e
antibacteriano, causa varios picos adicionais e supressdo de
sinal. A precisao dos resultados de todos os analitos pode ser
afetada.

A serotonina, um neurotransmissor, causa varios picos
adicionais. As concentragdes de serotonina > 2,24 mg/L podem
afetar a concentragdo dos resultados do teste.

O Padrdo Interno 1 é uma substancia de ocorréncia natural que
pode ser elevada por determinados habitos alimentares.
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Especificidade diagndstica 85,6% comb. para NM e M

Valor preditivo positivo 45,9% comb. para NM e M

Valor preditivo negativo 99,8% comb. para NM e M

Razdo de verossimilhanca
positiva

6,83 comb. para NM e M

Razdo de verossimilhanca | 0,02 comb. para NM e M
negativa

Idade do paciente (anos) 40-66

Valores esperados em uma | Concentragdes de urina
populagdo normal como medianas (e intervalos):
252 (30-1194) pg/24h para NM
84 (6-651) pg/24 h para M

Valores esperados na
populagdo afetada

Concentragdes de urina como
medianas (e intervalos):

Antes da cirurgia

2229 (319-20112) pg/24h para
NM

289 (37-17719) yg/24 h para M

ApGés a cirurgia
271 (143-909) pg/24 h para NM
59 (11-312) pg/24 h para M

Dados de desempenho clinico relativos a feocromocitoma
e paraganglioma para 3-MT [10]

Limite (corte superior) 205 nmol/mmol de creatinina
ou seja,

303 pg/g de creatinina*

Sensibilidade diagndstica 61,1%

Especificidade diagndstica 94,1%

Valor preditivo positivo 95,6%

Valor preditivo negativo 53,0%

METANEPHRINES IN URINE-HPLC
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negativa

Valores esperados em uma
populagdo normal

Concentragdes de urina como
medianas (e intervalos), (idade

média: 59):

97,5 (45,8-224,2) nmol/mmol
de creatinina

ou seja, 144 (67,7-331,4) ug/g
de creatinina*

Valores esperados na
populacdo afetada

Concentragdes de urina como
medianas (e intervalos):

Doencas esporadicas (idade
média: 49 anos)

247,5 (97,7-5694) nmol/mmol
de creatinina

Ou seja, 366 (144,4-8417) ug/g
de creatinina

Doengas hereditarias (idade
média: 38 anos)

253 (82,9-887) nmol/mmol de
creatinina

ou seja, 374 (122,5-1311) ug/g
de creatinina

* 0Os valores em Hg/g de creatinina ndo foram incluidos na
literatura original, mas foram calculados posteriormente
usando os fatores de conversdo informados no item “Fatores
de conversao”.

Dados de desempenho clinico relativos ao neuroblastoma
para NM [16,17]

Limite (corte superior) Observagao:

N&o ha estudos clinicos para a
normetanefrina total urinaria
Valor preditivo positivo com relagdo ao neuroblastoma.
Valor preditivo negativo Ainda assim, sua relevancia
Razdo de verossimilhanga | como auxilio ao diagndstico e
positiva monitoramento de suspeita de
Razdo de verossimilhanca | Neuroblastomae

negativa squ|C|enterlnean definida pela
Valores esperados em uma validade cientifica e pelo estado
populacdo normal da arte (MDCG 2022-2).

Valores esperados na
populacdo afetada

Sensibilidade diagndstica
Especificidade diagndstica

Dados de desempenho clinico relativos ao neuroblastoma
para o 3-MT [18]

Os seguintes dados foram obtidos em diferentes grupos de
pacientes:

Doenca nao tratada: pacientes com neuroblastoma
histologicamente comprovado, nos quais as medigdes dos
marcadores tumorais foram realizadas antes do tratamento.

Doenca em avancgo: pacientes com neuroblastoma
histologicamente comprovado que receberam tratamento, mas
apresentavam evidéncias radioldgicas de doenca progressiva,
ou pacientes em tratamento ativo.

Percentil 90* *

Limite Idade 3-MT 3-MT
(corte [anos] [nmol/mmol [ug/g de
superior) de creatinina] creatinina*]
0-1,0 741 1095
1,0-3,0 479 708
3,0-7,0 186 275
7,0-12 153 226
12-15 99,4 146,9

**percentil 90 do grupo de controle
(sem evidéncia histolégica ou outra
evidéncia de neuroblastoma
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Razdo de verossimilhanga | 10,36 Sensibilidade diagndstica | Sem tratamento: 100%
positiva Avancando: 88,9%
Razdo de verossimilhanca | 0,41 Especificidade diagndstica | Sem tratamento: 94,4%

Avangando: 91,1%

Sem tratamento: 41,2%
Avancgando: 70,6%
Sem tratamento: 100%
Avancgando: 97,2%
Razdo de verossimilhanga | Sem tratamento: 18,0
positiva Avancando: 10,0

Razdo de verossimilhanca | Sem tratamento: 0
negativa Avangando: 0,12

Valor preditivo positivo

Valor preditivo negativo

Valores esperados em | Faixa observada (0-15 anos):

uma populagao normal 29-1135 nmol/mmol de
creatinina
ou seja, 43-1678 ug/g de
creatinina*

Valores esperados na Faixas observadas:
populagdo afetada

Ndo tratado (0,7-3,0 anos):

743-26217 nmol/mmol de
creatinina
ou seja, 1098-38753 ug/g de
creatinina*

Avancando (0,3-9,0 anos): 401-
6581 nmol/mmol de creatinina
ou seja, 593-9728 pug/g de
creatinina*

* Os valores em pg/g de creatinina ndo foram incluidos na
literatura original, mas foram calculados posteriormente
usando os fatores de conversdo informados no item “Fatores
de conversao”.

Faixas de referéncia e valores de cut-off

As faixas de referéncia para as aminas biogénicas variam
consideravelmente e dependem muito da idade e do sexo.
Recomendamos estabelecer uma faixa de referéncia especifica
para cada laboratdrio. Ao determinar os intervalos, certifique-
se de cumprir os requisitos regionais e nacionais.

Observacao:

Os intervalos de referéncia listados a seguir representam niveis
encontrados em uma proporcao de uma populagdo
saudavel/sem doencas. Consequentemente, eles ndo se
alinham necessariamente com os niveis de decisdo clinicamente
relevantes ou com os valores de corte referentes a finalidade
pretendida deste dispositivo. Para obter dados de desempenho
clinico, incluindo niveis de decisdo e/ou valores esperados ou
detectados em pessoas afetadas e ndo afetadas, consulte as
tabelas no item acima "Dados de Desempenho Clinico”. Esses
dados de desempenho clinico referem-se apenas ao presente
método Chromsystems.

Os seguintes intervalos de referéncia e valores de corte sdo
guias baseados na literatura [26, 27]. Eles mostram a
diversidade de faixas de referéncia e valores de corte publicados
por diferentes laboratérios em todo o mundo. Eles podem diferir
de outros dados publicados.

Como os niveis variam dependendo da populagdo de pacientes
e do método de medicdo, determine intervalos de referéncia
especificos para o seu laboratério. Atengdo especial deve ser
dada aos intervalos de referéncia para casos hereditarios.
Enquanto a secrecdo hormonal é muito alta em casos
esporadicos, 0s niveis em casos genéticos estdo apenas
ligeiramente acima do normal [9].

Intervalos de referéncia para normetanefrina (livre+
conjugada)

Coletivo de pacientes | Faixas de referéncia expressas
como proporgoes de creatinina [27]

Criangas

até 3 meses 956-2460 ug/g de creatinina

4-6 meses 437-2060 pg/g de creatinina

7-12 meses 308-1410 pg/g de creatinina

1-3 anos 16,2-777 pg/g de creatinina
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3-5 anos 16,2-745 pg/g de creatinina
5-11 anos 0-534 pg/g de creatinina
> 11 anos 32,4-308 pg/g de creatinina

Intervalos de referéncia para metanefrina (livre+
conjugada)
Coletivo de pacientes | Faixas de referéncia expressas
como proporgoes de creatinina [27]

Criancas

até 6 meses 87,2-697 pg/g de creatinina
7-9 meses 105-418 pg/g de creatinina
10-12 meses 87,2-715 pg/g de creatinina
1-3 anos 17,4-418 pg/g de creatinina
3-5 anos 17,4-628 pg/g de creatinina
5-8 anos 0-523 pg/g de creatinina

> 8 anos 0-331 pg/g de creatinina

Intervalos de referéncia para 3-metoxitiramina (livre+
conjugada)
Coletivo de pacientes | Intervalos de referéncia por 24
horas [26]

masculino 86,3-528 pg/24 h
feminino 79,3-882 ug/24 h

Adultos
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Simbolos utilizados:

Fabricante

Numero de catdlogo

JIEH 2

Quantidade suficiente para <n> ensaios

Cddigo do lote

-
o
o]

Validade

Limite de temperature

Consultar as instrugdes para utilizagao

Produto para a saude para diagndstico in vitro
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c € (EU) 2017/746 relativa aos dispositivos médicos
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