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FINALIDADE PRETENDIDA

O ensaio da Chromsystems “VMA, HVA, 5-HIAA in urine” é um
dispositivo médico de diagndstico in vitro para uso profissional
em laboratdrios clinicos, destinado a determinagdo quantitativa
do acido vanilmandélico (VMA), &cido homovanilico (HVA) e
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) em amostras de urina
humana.

A preparacdo 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 ser utilizado em pacientes nos quais os
niveis urinarios de acido vanilmandélico (VMA) e Aacido
homovanilico (HVA) tém importancia clinica, principalmente
como auxilio no diagndstico e monitoramento de suspeita de
neuroblastoma.

Além disso, o ensaio é destinado a pacientes em que o nivel
urinario de acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) tem importancia
clinica, principalmente como auxilio no diagndstico e
monitoramento de suspeita de carcinoides e tumores
neuroendocrinos secretores de serotonina.

Limitagées clinicas

N&o ha intervalos de referéncia universalmente aplicaveis para
os analitos abrangidos no ensaio “VMA, HVA, 5-HIAA na urina”.
Os resultados obtidos usando diferentes métodos de teste ndo
podem ser comparados. Os laboratérios devem indicar o método
usado para anadlise para permitir a interpretacdo precisa dos
resultados.

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

Para aumentar a confiabilidade e minimizar o risco de resultados
falso-negativos, os testes com resultados limitrofes devem ser

repetidos [16]. Além disso, procedimentos diagndsticos de
segunda e terceira ordem (por exemplo, histologia, bidpsia,
ressonancia magnética, tomografia computadorizada,
sonografia, cintilografia, endoscopia etc.) sdo recomendados
[17].

Este produto IVD ndo é adequado para detectar neoplasias
neuroendocrinas que sdo bioguimicamente silenciosas, né&o
funcionais ou ndo secretoras, respectivamente. Por exemplo,
uma pequena porcentagem de pacientes com neuroblastoma
ndo secretam VMA ou HVA [13].

VMA e HVA sdo limitados para detectar tumores acima do estagio
I11. Estagios iniciais e tumores pequenos podem ser perdidos. De
acordo com a literatura, a excrecdo renal de VMA e HVA é
aumentada apenas quando tumores pesando mais de 5 g estdo
presentes [13].

A triagem para neuroblastoma, incluindo VMA e HVA, <1 ano de
idade ndo ¢é recomendada, porque a frequéncia de
neuroblastomas de alto risco ndo pode ser reduzida pela triagem
e ha regressbes espontéaneas [18,19].

Uma Unica determinagdo de 5-HIAA na urina pode ndo ser
suficiente para detectar a sindrome carcinoide. Para aumentar a
confiabilidade diagndstica e minimizar o risco de achados falso-
negativos, a determinagdo multipla é recomendada para testes
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com resultados limitrofes e pacientes com forte evidéncia clinica
[20].

Testes para VMA com amostras de isoladas de urina podem ter
menor detecgao e maiores taxas de falso-positivo do que coletas
de 24 h, porque a quantidade de VMA liberada na urina varia ao
longo do dia [13].

5-HIAA ndo é recomendado para pacientes nos quais ha suspeita
de carcinoma neuroenddcrino digestivo [21].

Pacientes com distuUrbios de ma absorgao, incluindo enteropatia
sensivel ao gluten (doenca celiaca), espru tropical, doenca de
Whipple, estase intestinal e fibrose cistica (obstrucdo intestinal
cronica) podem ter valores de 5-HIAA mais altos [20,22].

Os resultados de pacientes com insuficiéncia renal podem ndo
ser confidveis devido a influéncia da fungdo renal prejudicada na
eliminagdo urinaria [16]. Especialmente para 5-HIAA urinario,
pacientes em didlise ou pacientes com insuficiéncia renal podem
ter valores mais baixos [20].

Considere as informagdes sobre coleta e armazenamento de
amostras de pacientes (consulte o item “Amostras”) e sobre
possiveis interferéncias (consulte o item “Interferentes”) ao usar
0 ensaio.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Este ensaio da Chromsystems permite a determinagao
quantitativa simultanea de VMA, HVA e 5-HIAA na urina. A
preparagdo da amostra consiste em uma extracdo em fase
solida eficiente, que pode ser realizada manualmente ou de
forma semiautomatizada. Os analitos e os padrdes internos sao
entdo separados cromatograficamente em uma corrida Unica
HPLC isocrdtica e quantificados usando um detector
eletroquimico (ECD). O uso de dois padrles internos garante
alta precisdo e confiabilidade na quantificagdo dos analitos. O
Padrdo Interno 1 (ISTD 1 - art. 1004/B) é usado para a
determinacdo de VMA e HVA, e o Padrao Interno 2 (ISTD 2 -
art. 51303/B, material necessario, ndo fornecido) para a
determinacdo de 5-HIAA.

REAGENTES
Produto Composigao Apresenta
cao
Fase Movel Metanol, acido 1x1000 mL
(Mobile Phase) férmico e dgua
Padrao Interno VMA, Derivado de VMA 1 x 100 mL
HVA (Internal Standard)
Mix de Analitos Analitos (VMA, 5x1mL
(Analytes Mix) HVA e 5-HIAA) e (liof)
derivado de VMA
Tampao de Lavagem I Solugdo de 1 x 300 mL
(Wash Buffer I) aménia
Tampao de Lavagem II Solucdo de Acido 2 x 300 mL
(Wash Buffer II) borico
Tampao de Eluigdo Solugédo de acido 1 x 200 mL
(Elution Buffer) férmico
Solugéo Finalizadora Hidroxido de 1x10 mL
(Finisher) sodio
Colunas de preparagao Resina de troca 2 x50
(Sample Clean Up iOnica unidades
columns)
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INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM DOS REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada nos rétulos, desde que as condigdes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

A tabela abaixo mostra a temperatura de armazenagem para os
reagentes do kit

Artigo | Produto Armazenamento
1011 Fase Movel 18 - 30°C
1004/B | Padrdo Interno VMA, HVA 2 - 8°C
1033 Mix de Analitos 2 - 8°C
1005 Tampdo de Lavagem I 18 - 30°C
1006 Tampdo de Lavagem II 18 - 30°C
1077 Tampao de Eluicdo 18 - 30°C
1013 Solugao Finalizadora 18 - 30°C
1008 Colunas de Preparacao 18 - 30°C
CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranca 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 poderda ser garantida em caso de desvio as
instrugdes.

DESCARTE

Residuos perigosos

A Fase Movel (art. 1011) contém solventes organicos. Descarte
os residuos do produto em um recipiente coletor para solventes
organicos livres de halogénio. O Tampdo de Lavagem II (art.
1006) contém uma substéncia potencialmente prejudicial a
fertilidade ou ao feto e deve ser coletado e descartado como
residuo perigoso. O Finalizador (art. 1013) contém uma base
forte, e o Tampao de Eluigdo (art. 1077) contém um acido forte.
Neutralize os residuos dos produtos e descarte em um recipiente
para solugdes salinas.

Os residuos de amostras de pacientes, amostras preparadas,
controles e calibradores, assim como consumiveis de laboratério
contaminados com material humano, devem ser coletados e
descartados como lixo potencialmente infeccioso.

Residuos perigosos ndo devem ser descartados junto com o lixo
doméstico. N&o circule no suprimento principal de agua.
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 pessoas autorizadas.

Residuos nado perigosos

O Mix de Analitos (art. 1033), o Padrdo Interno VMA, HVA (art.
1004/B), o Padrdo Interno 5-HIAA (art. 51303/B), o Tampdao de
Lavagem I (art. 1005), bem como os consumiveis de laboratério
ndo contaminados, ndo sdo classificados como perigosos.
Descarte de acordo com as diretrizes e regulamentos nacionais
e locais em vigor.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Padrao Interno: pronto para uso.
Tampao de Lavagem I: pronto para uso.
Tampao de Lavagem II: pronto para uso.
Tampao de Eluigao: pronto para uso.
Solucgao Finalizadora: pronto para uso.

Mix de Analitos (liofilizado):
1. Pipete 950 pL de Tamp&o de Eluicdo (art. 1077) e 50 pL
de Finalizador (art. 1013) no frasco original
2. Reconstitua por 5 minutos a +20 a +25°C, girando o frasco
repetidamente.
Verifique se o conteddo do frasco estd homogéneo. Se
substancias ndo dissolvidas ainda estiverem visiveis, estenda o
tempo de reconstituicdo. Evite a exposicdo a luz solar direta.
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Estabilidade do Mix de Analitos apds reconstituicao

Temperatura de Vida uatil de Outras condicoes
armazenamento | armazenamento| de armazenamento
+2 a +8°C 5 dias Protegido da luz,
bem fechado

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna HPLC equilibrada (Chromsystems art. 1100/B).

Padrao de Calibragdo em Urina, liof. (Chromsystems art. 1009).
Controle Enddcrino em Urina Nivel Normal (Chromsystems art.
0040).

Controle Enddécrino em Urina Nivel Patolégico (Chromsystems
art. 0050)

Internal Standard 5-HIAA (Chromsystems art. 51303/B)

COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS DE
PACIENTES

O material investigado é a urina. Normalmente, a urina de 24
horas é utilizada para analise. Se isso for dificil ou impossivel, a
urina isolada (spot urine) também pode ser usada. Nesse caso,
os resultados devem ser relacionados a creatinina.

Diferentes aminas biogénicas, como catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina e dopamina), metanefrinas (metanefrina,
normetanefrina e 3-metoxitiramina) e seus metabolitos (VMA e
HVA), bem como serotonina e seu metabdlito 5-HIAA, sdo
frequentemente medidos em combinacgdo, e a coleta de urina de
24 horas é demorada e estressante para os pacientes.
Consequentemente, é Util ter um procedimento universal de
coleta para todos os analitos.

A intersecdo da faixa de pH ideal para todos os analitos
mencionados acima na urina é de pH 2,5 a 5,0, que pode ser
alcancada pela adicdo de acido cloridrico ou acético ao recipiente
de coleta antes da coleta de urina. Nesse pH, ndo ha diferenca
na estabilidade entre a estabilizagdo com acido cloridrico ou
acético. Alguns analitos também sdo estaveis em uma faixa de
pH mais ampla. No entanto, acidos oxidantes, como o acido
sulflrico, 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 de pH ideal 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, o que também é usado
em sistemas comerciais de coleta de urina. Também s&o
comumente usados 10 mL de acido cloridrico a 10-25% ou 10-
20 mL de acido acético. O pH resultante depende fortemente do
volume da urina e da capacidade de tamponamento da urina.
Portanto, o pH deve ser verificado quando as amostras chegarem
ao laboratério.

Amostras de urina de 24 horas de criangas podem ser dificeis de
obter e, portanto, podem estar incompletas. Urina isolada € uma
alternativa rotineiramente utilizada [13].

A ingestdo das seguintes substancias pode influenciar os
resultados da analise:

A ingestdao dos seguintes alimentos pode causar niveis
elevados de VMA e HVA (potencialmente levando a um
diagnostico falso-positivo de neuroblastoma):

Suco de macd, bananas e chocolate [18].

A ingestdao dos seguintes medicamentos pode causar
niveis elevados de VMA (potencialmente levando a um
diagndstico falso-positivo de neuroblastoma):

Drogas psicoativas, incluindo supressores de apetite (por
exemplo, cafeina e morfina), antidepressivos triciclicos (por

exemplo, imipramina), alcaloides de Rauwolfia,
simpatomiméticos (por exemplo, isoproterenol),
neurolépticos (por exemplo, clorpromazina) ou litio;
relaxantes musculares (por exemplo, metocarbamol),

histamina, insulina, epinefrina, levodopa, nitroglicerina e
sulfonamida [23].
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A ingestdo dos seguintes medicamentos pode causar
niveis diminuidos de VMA (potencialmente levando a
um diagnéstico falso-negativo de neuroblastoma):
Anti-hipertensivos (por exemplo, clonidina, guanetidina,
reserpina), analgésicos/anti-inflamatoérios (por exemplo,
salicilatos), dissulfiram, inibidores da monoamina oxidase
(MAO) e metildopa [23].

A ingestdo dos seguintes alimentos pode causar
niveis elevados de 5-HIAA (potencialmente levando a
um diagndstico falso-positivo de carcinoides e
tumores neuroenddcrinos secretores de serotonina):
Berinjelas, abacates, bananas, castanhas-do-para, nozes
butternuts, melGes cantaloupe, chocolate, cocos, café e
bebidas com cafeina, groselhas, tamaras, toranjas
(grapefruits), nozes de nogueira-peca (Hickory nuts), kiwis,
meldes, ameixas mirabelles, amendoins, nozes-peca,
abacaxi, bananas-da-terra, ameixas, framboesas, cha,
tomates, baunilha e nozes [13,15,22].

A ingestdo dos seguintes medicamentos pode causar
niveis elevados de 5-HIAA (potencialmente levando a
um diagnéstico falso-positivo de carcinoides e
tumores neuroenddcrinos secretores de serotonina):

Drogas psicoativas, incluindo antipsicdticos, antidepressivos
triciclicos, ansioliticos, nicotina, fenobarbital, estimulantes
(por exemplo, cafeina, metanfetamina, fenmetrazina);
xaropes para tosse, medicamentos para resfriado e gripe
(por exemplo, anti-histaminicos, efedrina-HClI,
guaifenesina);  analgésicos/anti-inflamatdrios, incluindo
acetanilida (préo-droga do paracetamol), paracetamol
(acetaminofeno), mesalamina (também conhecida como
mesalazina ou acido 5-aminosalicilico (5-ASA)), fenacetina
ou salicilatos, por exemplo, acido acetilsalicilico (por
exemplo, aspirina); anticoagulantes (por exemplo, cumarina
ou varfarina); anti-hipertensivos (por exemplo, fentolamina
ou reserpina); relaxantes musculares (por exemplo,
mefenesina ou metocarbamol); citostaticos (por exemplo,
fluorouracil ou melfalano); anti-enxaquecas (por exemplo,
maleato de metisergida); e antieméticos [2,13,20,22].

A ingestdo dos seguintes medicamentos pode causar
niveis diminuidos de 5-HIAA (potencialmente levando
a um diagnédstico falso-negativo de carcinoides e
tumores neuroenddcrinos secretores de serotonina):

Acido acetilsalicilico, clorpromazina, corticotropina,
heparina, imipramina, isoniazida, levodopa, metenamina,
maleato de metenamina, metildopa, inibidores da MAO, p-
clorofenilalanina, fenotiazina, prometazina, ranitidina,
estreptozocina [13,20].

O alcool também pode levar a resultados falso-negativos
para 5-HIAA [20].

Estabilidade das amostras

Os dados de estabilidade a seguir baseiam-se em investigagdes
internas. Como nédo ha descricdo na literatura de dependéncia do
doador na estabilidade, nem foi encontrada em pré-testes, uma
amostra de urina de varias pessoas saudaveis foi analisada apds
acidificacdo com acido cloridrico (HCl) e acido acético (HOAc),
bem como sem acidificagdo. Em todos os casos, as amostras
foram protegidas da luz e hermeticamente fechadas.

Temperatura de Vida Gtil de armazenamento

armapzenamento PH 1.5 PH 2.5 PH 3.5
(HCI) (HCI) (HCI/HOAC)

+20 a +25°C 5-HIAA: instavel 2 semanas 2 semanas

VMA+HVA: 2 semanas

+2 a +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
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Temperatura de

Vida atil de armazenamento

armazenamento pPH 5.0 pH 6.1
(HCI/HOACc) (sem acidificagdo)
+20 a +25°C 2 semanas 5-HIAA: 5 dias
VMA+HVA: 2 semanas
+2a+8°C 4 semanas 4 semanas
abaixo -18 °C 4 semanas 4 semanas
Ciclos de 3 ciclos 3 ciclos

congelamento/
descongelamento

Nota importante:

Urinas com valor de pH abaixo de 1 ndao devem ser analisadas,
pois valores de pH tdo baixos levam a recuperagdes reduzidas
na preparacdo da amostra. Ndo ajuste o valor do pH com
hidréxido de sdédio ou outros alcalis, pois altas concentragGes de
sal também levam a recuperagGes reduzidas.

Observacgao:

E

responsabilidade de cada laboratério utilizar todas as

referéncias disponiveis e/ou seus proprios estudos para
determinar critérios especificos de estabilidade.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:

Volume de injecao: 10 a 20 pL

Tempo de corrida: 20 min

Taxa de fluxo: 1 mL/min

Temperatura da coluna:+20 a +25°C

Solugdo de limpeza da agulha para o injetor: dgua/metanol,

95/5 v/v

Tempos de retengao
A tabela a seguir mostra os tempos de retengdo aproximados
dos analitos a uma vazao de 1,0 mL/min.

Analito Tempo de retengdao
aprox.
VMA 2,5 min.
ISTD 1 (para VMA, HVA) 3,5 min.
5-HIAA 8,6 min.
HVA 11,7 min.
ISTD 2 (para 5-HIAA) 13,0 min.

Os tempos de retengao podem variar ligeiramente, por exemplo,
se houver uma mudancga 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 calibracdo para
determinar os valores atuais.

Procedimento de preparo de amostras

Importante:

A protecdo adequada contra a luz é essencial para todas as
amostras, calibrador (art. 1009), controles (art. 0040, 0050),
Padrao Interno 5-HIAA (art. 51303/B) e Mix de Analitos (art.
1033). Ndo 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 padrdao interno forem
necessarios para uma sequéncia de preparo da amostra, junte-
os antes do uso.

Antes do preparo da amostra, deixe os reagentes/calibradores/
controles/amostras armazenados congelados ou refrigerados
atingirem a temperatura ambiente e misture bem.

Preparo manual da amostra
Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores
para analise, siga as seguintes etapas na ordem indicada:

Tamponamento das amostras de urina/calibrador/controle

1.

2.

Transfira 50 uL de amostra/calibrador/controle em um frasco
adequado

Adicione 1,0 ml de Padrdo Interno VMA, HVA (art. 1004/B,
contendo ISTD 1)
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3. Adicione 50 pl de Padrao Interno 5-HIAA (art. 51303/B,
contendo ISTD 2, material necessario, ndo fornecido)*
4. Misture brevemente

Extracdo de amostra com Sample Clean Up Column

5. Aplique todo o volume da amostra/calibrador/controle
tamponado em uma Sample Clean Up Column (art. 1008),
centrifugue (1 minuto a 700 x g) ou aspire, e descarte o
efluente

6. Aplique 3,0 mL do Tampao de Lavagem I (art. 1005) na
Sample Clean Up Column, centrifugue (1 minuto a 700 x g)
ou aspire, e descarte o efluente

7. Aplique 3,0 mL do Tampao de Lavagem II (art. 1006) na

Sample Clean Up Column, centrifugue (1 minuto a 700 x g)

ou aspire, e descarte o efluente.

Repita o passo 7

9. Aplique 2 mL do Tampao de Eluigdo (art. 1077) na Sample
Clean Up Column, centrifugue (1 minuto a 700 x g) ou
aspire, e colete o eluato

®

Continuagdo do preparo da amostra antes da inje¢cdo

10. Adicione 100 pL do Finalizador (art. 1013) ao eluato, misture
brevemente

11.Injete 10 a 20 pL no sistema de HPLC

* 0O uso do Padrdo Interno 5-HIAA (art. 51303/B) é necessério
apenas para a determinacdo de 5-HIAA. O passo 3 pode ser
omitido se apenas VMA e/ou HVA forem determinados.

Estabilidade da amostra preparada

Calibracao do sistema de analise

Execute uma calibragdo do sistema de andlise para cada
série de medicoes.

A Chromsystems disponibiliza o seguinte Calibrador:

Artigo Produto Apresentacao
1009 Urine Calibration 5x 5,0 mL
Standard - VMA, HVA, 5- (liof.)
HIAA in urine

Temperatura de Vida uatil de Outras condigoes
armazenamento | armazenamento de
armazenamento

+20 a +25°C 7 dias Protegido da luz,
bem fechado,

frascos de vidro

+2 a +8°C 7 dias Protegido da luz,
bem fechado,

frascos de vidro

As concentragdes dos analitos no calibrador sao dependentes
do lote. Os niveis exatos sdo fornecidos na Instrugdo de Uso
que acompanha o produto.

As curvas de calibragdo sdo construidas calculando a razdo
entre a area ou altura do pico do analito e o padrdo interno
(ISTD) no eixo y, em relagdo a concentragdo do calibrador
no eixo x. 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 analise e defina a concentracdo dos padroes
internos como “1".

Fatores de conversao

A tabela a seguir lista os fatores de conversdao entre
concentragdes de massa e molares e vice-versa.

substancia mg/L a pmol/L pmol/L a mg/L
mg/24 hapmol/24 h pmol/24 hamg/24 h
VMA X 5,046 X 0,1982
HVA x 5,489 x 0,1822
5-HIAA x 5,231 x 0,1912

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

Importante: Nao congele amostras preparadas.

Manipulagdo de amostras acima da faixa de medigcao
analitica

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

Antes do preparo da amostra, dilua a amostra original do
paciente com agua a uma proporgdo de até 1:15, de modo que
o resultado da analise, independentemente do fator de diluigdo,
esteja dentro da faixa de medicdo do método. Em seguida,
prepare as amostras conforme descrito no item “Procedimento
de preparo de amostras”.

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

Controle de Qualidade

Monitore a veracidade e a precisdo das analises incluindo
controles em cada corrida analitica, pelo menos uma vez durante
e no final de uma série de amostras. Se a analise desses
controles apresentar valores fora das faixas indicadas na
Instrucdo de uso que acompanha o produto, verifique o sistema
e tome as medidas apropriadas. Se a discrepancia persistir,
recalibre o sistema.

A Chromsystems disponibiliza os seguintes controles:

Artigo Produto

0040 Endocrine Urine Control,
Normal Range

0050 Endocrine Urine Control,
Pathological Range

Apresentacao
10 x 8,0 mL (liof.)

10 x 8,0 mL (liof.)
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substancia | mg/g creatinina a
pmol/mol creatinina

pmol/mol creatinina a
mg/g creatinina

VMA x 0,5708 x 1,752
HVA x 0,6209 x 1,610
5-HIAA x 0,5917 x 1,690

VMA, HVA, 5-HIAA IN URINE

CALCULO MANUAL
Para o calculo manual, os seguintes dados sdo requeridos:

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

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

— Inclinagdo da curva de calibragdo =a

Calcule a concentracdo da substdncia A na amostra Camostra da
seguinte forma:

Camostra = (Aamostra X Ispadréo)_
a

DADOS DE DESEMPENHO

Linearidade e limite de quantificacao

O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi determinado por
diluicdes definidas de amostras de urina com matriz isenta de
analito. O limite superior de quantificagdo (ULOQ) foi
determinado pela adicdo de quantidades definidas de
substancias padrdo as amostras de urina. A preparagdo das
amostras foi realizada manualmente e semiautomaticamente,
com a pior condicdo para o volume de injegao (LLOQ 10 pL,
ULOQ 20 pL).
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Analito LLOQ ULOQ
VMA 0,32 mg/L 80 mg/L
HVA 0,35 mg/L 100 mg/L

5-HIAA 0,30 mg/L 60 mg/L

Repetibilidade intra-ensaio
Os coeficientes de variacdo foram determinados em trés
concentragdes diferentes por preparacdo repetida (n=10) da
mesma amostra de urina em uma sequéncia. A preparagdo da
amostra foi feita manualmente.

Analito Coeficiente de variagao
(concentracao do analito)
VMA 1,7% 1,7% 1,6%
(4,74 mg/L) (10,1 mg/L) (16,8 mg/L)
HVA 1,8% 1,7% 1,3%
(4,67 mg/L) (8,84 mg/L) (14,3 mg/L)
5-HIAA 2,8% 2,6% 2,3%
(4,46 mg/L) (8,46 mg/L) (15,1 mg/L)

Repetibilidade inter-ensaios

A determinacgdo da repetibilidade interensaio foi feita em duas
concentragdes diferentes por preparagao repetida (n = 4) da
mesma amostra de urina em 20 dias diferentes. A preparagao da
amostra foi feita manualmente.

Analito Coeficiente de variacao
(concentracao do analito)
VMA 5,0% 3,9%
(4,54 mg/L) (15,9 mg/L)
HVA 5,5% 5,0%
(4,30 mg/L) (13,1 mg/L)
5-HIAA 8,3% 6,2%
(3,98 mg/L) (12,3 mg/L)

Precisdao (reprodutibilidade)

Os dados de desempenho foram determinados em 3 locais com
base em quatro amostras de urina diferentes por processamento
em 5 vezes em 5 dias diferentes. O procedimento é baseado na
CLSI EPO5-A3 e corresponde a um projeto de teste 3x5x5. A
preparacao da amostra foi feita manualmente por dois locais e
semiautomatizada no terceiro local.

Analito Conc. Média Ccv IC95%
0,851 mg/L 17,4% | 11,3-37,9 %
VMA 20,3 mg/L 8,1 % 5,8-13,1 %
41,4 mg/L 6,6 % 4,5-12,6 %
72,1 mg/L 14,3 % 8,5-42,7 %
0,813 mg/L 8,8 % 7,4-10,9 %
HVA 21,2 mg/L 8,6 % 5,7-17,5%
42,9 mg/L 9,2 % 7,2-12,7 %
86,0 mg/L 11,4% | 7,5-24,0 %
0,912 mg/L 11,1 % 8,1-17,5%
5-HIAA 24,8 mg/L 9,8 % 7,3-15,1 %
48,3 mg/L 9,7 % 7,0-15,6 %
85,3 mg/L 9,5 % 7,0-14,6 %

INTERFERENTES

Na presenca das seguintes substancias, interferéncias
foram observadas:

A presenga das interferéncias declaradas pode afetar a precisdo
dos resultados do teste em >15%. Isso pode ser causado por
interferéncia cromatografica que ndo afeta o analito e o padrdo
interno na mesma medida.

5-Metoxiindoleacetato, um metabdlito de 5-HIAA, causa um pico
de eluicdo tardio apds aproximadamente 80 a 90 min. Isso pode
causar uma interferéncia em uma execugdo cromatografica
subsequente.
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As seguintes substincias foram testadas e ndo foram
observadas interferéncias significativas, os resultados
quantitativos ndo foram afetados (desvio < 15%):

Adrenalina/epinefrina, acetaminofeno/paracetamol, acido
acetilsalicilico, alopurinol, alprazolam, amlodipina, amoxicilina,
anfetamina/dexanfetamina, apixabana, atenolol, azitromicina,
bisoprolol, cafeina, candesartana, captopril, carvedilol,
cefuroxima, cloropromazina, citalopram, clonazepam,
dexametasona, acido 3,4-di-hidroximandélico (DOMA), acido
3,4-di-hidroxifenilacético  (DOPAC), 3,4-di-hidroxifenilglicol
(DHPG), dissulfiram, dopamina, doxorrubicina, edoxabana,
empagliflozina, enalaprilato, fluorouracil, fluoxetina, formoterol,
furosemida, gabapentina, glipizida, guaifenesina, heparina,
hexametilenotetramina, hidroclorotiazida, hidrocodona,
iobenguane, brometo de ipratrépio, isoniazida, levodopa/L-dopa,

levotiroxina, lisinopril, losartana, melfalano, mefenesina,
metamizol (como 4-metilaminoantipirina), metanfetamina,
metanefrina, metformina, metocarbamol, 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG), 3-metoxitiramina, metildopa,

metoclopramida, metoprolol, minoxidil, naloxona, nifedipina,
noradrenalina/norepinefrina, normetanefrina, fenprocumon,
pravastatina, pregabalina, ranitidina, reserpina, rivaroxabana,
rosuvastatina, salbutamol/albuterol, acido salicilico, serotonina,
sitagliptina, sotalol, sulfametoxazol, tansulosina, teniposideo,
tilidina (como nortilidina), torasemida, tramadol, trimetoprima,
valsartana, venlafaxina.

INTERVALOS DE REFERENCIA E PONTO DE CORTE

Os intervalos de referéncia para as aminas biogénicas variam
consideravelmente e sdo altamente dependentes da idade e do
sexo. Recomendamos estabelecer um intervalo de referéncia
especifico para cada laboratério. Ao determinar os intervalos,
certifique-se de cumprir os requisitos regionais e nacionais.

Nota:

Os intervalos de referéncia listados abaixo representam niveis
encontrados em uma proporcdo de uma populacdo saudavel/
sem doenga. Consequentemente, eles ndo necessariamente se
alinham com niveis de decisdo clinicamente relevantes ou
valores de corte em relagdo a finalidade pretendida deste
dispositivo. Para dados de desempenho clinico, incluindo niveis
de decisdo e/ou valores esperados ou detectados em pessoas
afetadas e ndo afetadas, consulte as tabelas abaixo, no item
“Dados de Desempenho clinico”. Esses dados de
desempenho clinico referem-se apenas ao presente método da
Chromsystems.

Intervalos de referéncia para VMA e HVA

Coletivo Intervalos de referéncia expressos por 24 horas
de [24]
pacientes
idade VMA HVA
4 meses a 1,86-39,32 ymol/24 h 5,50-36,11 umol/24h
18 anos i.e. 0,37-7,79 mg/24 h* | i.e. 1,00-6,58 mg/24h*

*0s valores em mg/24h n&o estéo incluidos na literatura original,
mas foram posteriormente calculados usando os fatores de
conversao apresentados no item acima “Fatores de conversdo”.

Intervalos de referéncia para acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA)

Coletivo de
pacientes

Intervalos de referéncia expressos por
24 horas [12]

nado especificado* 2-9 mg/24 h

10,4-46,8 pmol/24 h

*A fonte ndo especifica o coletivo de pacientes (por exemplo,
idade, sexo ou estado de saude) usado para estabelecer esses
intervalos. Portanto, esses intervalos de referéncia devem ser
interpretados com cautela.
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DADOS DE DESEMPENHO CLINICO

O método do ensaio da Chromsystems “VMA, HVA, 5-HIAA in urine” e o método da literatura apresentado nas tabelas abaixo sdo

equivalentes, conforme comprovado por comparagdes de métodos internos realizadas na Chromsystems.

VMA = acido vanilmandélico; HVA = acido homovanilico; 5-HIAA = acido 5-hidroxiindolacético

Dados de desempenho clinico referentes ao neuroblastoma para VMA e HVA combinados [8].

Os dados sdo baseados em diferentes grupos de pacientes com neuroblastoma de acordo com o Sistema Internacional de Estadiamento

do Neuroblastoma (INSS) ou idade do paciente. Os valores sao indicados em mg/g de creatinina (Cr).

Neuroblastoma - estagio (INSS) Idade do paciente
1+2 3 4 4S Todos os <18 > 18
estagios meses meses
do tumor
Limiar (limite superior) VMA 9,9 12,6 15,4 20,4 13,7 20,1 9,7
[mg/g Cr] HVA 22,5 21,5 25,7 29,2 22,5 26,5 15,9
Sensibilidade diagndstica* 74,5% 87,5% 85,3% 100,0% 81,9% 86,8% 87,9%
Especificidade diagnostica 94,8% 98,8% 96,3% 99,7% 96,3% 98,9% 88,2%
Valor preditivo positivo 56,8% 74,5% 72,1% 87,9% 85,5% 99,0% 66,5%
Valor preditivo negativo 97,6% 99,5% 98,3% 100,0% 95,2% 85,6% 96,5%
Razdo de verossimilhanga positiva 14,3 72,9 23,1 333,3 22,1 78,9 7,4
Razdo de verossimilhanga negativa 0,3 0,1 0,2 0,0 0,2 0,1 0,1

[mg/g Cr]

Valores esperados na populagdo normal

VMA [mediana (intervalos - 100 a 900 percentil)]

0-3 meses: 10,90 (5,64-15,92)
3-6 meses: 10,85 (7,83-16,85)
6-12 meses: 9,95 (6,26-16,62)
1-2 anos: 7,40 (5,18-12,05)
2-5 anos: 6,30 (4,41-11,87)
5-10 anos: 4,60 (2,90-8,40)
10-15 anos: 3,70 (2,40-9,16)
15-20 anos: 3,10 (2,14-7,85)

HVA [mediana (intervalos — 10° a 90° percentil)]

0-3 meses: 19,60 (13,04-28,60)
3-6 meses: 21,85 (14,38-33,43)

6-12 meses: 15,40 (11,40-25,30)

1-2 anos: 13,70 (9,85-21,85)
2-5 anos: 11,50 (8,20-18,62)
5-10 anos: 7,25 (4,91-10,70)
10-15 anos: 5,05 (3,15-9,35)
15-20 anos: 3,40 (2,60-6,24)

Valores observados em pacientes (0-20 anos)

Valores esperados na
populacgdo afetada
[mg/g Cr]

VMA: 1,5-477
HVA: 0,8-387

* E suficiente para um proposto diagndstico positivo se apenas um analito estiver acima do cut-off.

Dados de desempenho clinico relacionados a tumores carcinoides e neuroendocrinos secretores de serotonina para

5-HIAA [14].

Limiar (limite superior)

3,60 ymolL/mmoL creatinina
i.e. 6,08 mg/g creatinina*

Sensibilidade diagndstica 100,0%
Especificidade diagndstica 90,2%
Valor preditivo positivo 42,9%
Valor preditivo negativo 100,0%
Razdo de verossimilhanca positiva 10,2
Razdo de verossimilhanca negativa 0,0

Valores esperados na populagdo normal
(44 a 67 anos)

0,1-1,4 pmolL/mmoL creatinina
i.e. 0,17-2,4 mg/g creatinina*

Valores esperados na populagao afetada (55 a 79 anos)

0,2-4,6 pmolL/mmoL creatinina
i.e. 0,34-7,8 mg/g creatinina*

*0Os valores em mg/g de creatinina ndo foram incluidos na literatura original, mas foram posteriormente calculados usando os fatores

de conversdo apresentados no item “Fatores de conversao”
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Fabricante

NUmero de catadlogo

Quantidade suficiente para <n> ensaios

Cddigo do lote

Validade

Limite de temperature

Consultar as instrugdes para utilizagéo

Produto para a salde para diagndstico in vitro

Cuidado

Atengdo

Perigo

BB E|IB = mE < Bk

Perigo
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