Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

VMA, HVA E 5-HIAA EM URINA POR HPLC

Reagente diagnéstico para determinacao quantitativa in vitro de acido vanilmandélico, homovanilico e 5-hidroxindol

acético por HPLC.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacdo

1000/B

Kit Reagente para Analise de VMA, HVA e 5-HIAA em Urina (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucées para andlise de
VMA, HVA e 5-HIAA em Urina por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para analises de VMA,
HVA e 5-HIAA em amostras de urina empregando um sistema
isocratico de HPLC com detector eletroquimico. Os analitos sdo
extraidos da amostra através da adsorcdo em colunas de
preparacdo antes da andlise por HPLC. A preparagdo da
amostra é simples e garante a reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados. A determinacdo dos niveis de
VMA e HVA, metabdlitos das catecolaminas, tem importancia
clinica no diagndstico de neuroblastoma, o terceiro tipo de
cancer mais comum em criangas. A determinagdo dos niveis de
5-HIAA na urina, por sua vez, auxilia o diagnostico da sindrome
carcinoide.

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

PRINCIPIO

A técnica de deteccdo 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
terceiro eletrodo que atua na manutengdao do potencial e
previne a flutuagdo de corrente elétrica no eletrodo de
referéncia. O potencial necessario para as reacdes de oxidacdo
ou reducdo (potencial de polarizacdo), é aplicado entre o
eletrodo de referéncia (geralmente Ag/AgCl) e o eletrodo de
trabalho. Qualquer substéncia eletroquimicamente ativa que
passe através da célula de deteccdo sera oxidada ou reduzida.
As transformacdes por oxidacdo ou redugdo 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-redugdo, em um determinado potencial de
trabalho, a deteccdo eletroquimica é caracterizada por sua alta
sensibilidade e sua elevada seletividade.

Tampédo de Lavagem II | Solugdo de acido 2 x 300 mL
(Wash Buffer II) borico

Tampao de Eluigdo Solugdo de acido 1 x 200 mL
(Elution Buffer) formico

Solugdo Finalizadora Hidroxido de 1x10 mL
(Finisher) sodio 10-25%

Colunas de preparagao | Didxido de silica 2 x50
(Sample Clean Up colums) | gel unidades

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

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

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

Artigo | Produto Armazenamento
1011 Fase Mdvel 18 - 30°C
1003/B | Padrdo de calibracdo 2 — 8°C
1004/B | Padrdo Interno (iso-VMA) 2-8°C
1005 Tampdo de Lavagem 1 18 - 30°C
1006 Tampdo de Lavagem 2 18 - 30°C
1077 Tampao de Eluicdo 18 - 30°C
1013 Solucdo Finalizadora 18 — 30°C
1008 Colunas de Preparacdo 18 - 30°C

REAGENTES

Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacao
Fase Movel Solugéo 1 x 1000 mL
(Mobile Phase) metandlica
Padrao de Calibracao Solugdo aquosa 5x1mL
(liof) de VMA, HVA e 5-
(Calibration Standard) HIAA
Padrdo Interno (iso- Solugdo aquosa 1 x 100 mL
VMA) de iso-VMA
(Internal Standard)
Tampdo de Lavagem I Hidréxido de 1 x 300 mL
(Wash Buffer I) amdnio
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CUIDADOS E PRECAUCOES

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

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

DESCARTE

A Fase Modvel contém solventes orgénicos e deve ser
descartada como residuo livre de halogénios. O Finalizador é
uma base forte, e o Tampdo de Eluicdo é um acido forte.
Neutralize os residuos dos produtos e descarte em um
recipiente para solugées salinas.

Os residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas,
assim como controles e calibradores, devem ser coletados e
descartados como lixo potencialmente infeccioso. Descarte de
acordo com as diretrizes e regulamentos locais em vigor.
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PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Padrédo Interno: pronto para uso.
Tampao de Lavagem 1: pronto para uso.
Tampao de Lavagem 2: pronto para uso.
Tampao de Eluigao: pronto para uso.
Solugado Finalizadora: pronto para uso.

Padrao de Calibragao (liofilizado):

O calibrador (art. 1003/B) é rastredvel a substdncia de
referéncia adquirida de fornecedor certificado.

Para reconstituir o calibrador liofilizado, pipetar
exatamente 1,0 ml de solugdo de HCI 0,2 M no frasco.
Deixar repousar em temperatura ambiente por cerca de 10
minutos, para permitir a completa reconstituigao.

Agitar ocasional e gentilmente até que o conteldo esteja
homogéneo. O calibrador reconstituido com HCI deve ser
preparado fresco diariamente, pois o 5-HIAA é instavel em pH
baixo. O armazenamento do calibrador sé é possivel se o
liofilizado for reconstituido com agua e conservado a - 20°C.
Fragdes congeladas devem ser ajustadas para uma
concentracdo de 0,2 M de HCl antes da cromatografia.

Exemplo de armazenamento a - 20°C:

Reconstitua o padrdao com 800 pl de agua;

Divida em 5 aliquotas de 160 pl cada;

Congele a - 20/C;

Apds descongelar, adicione 40 pl de HCI 1 M;
Alternativamente vocé pode reconstituir o padrdo com
tampdo de eluicdo (950 pl + 50 upl do Finalizador),
assim, este mix pode ser armazenado por 5 dias entre 2
a 8 °C.

auabhwN=

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS
Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art.

1100/B).

Padrdo de Calibragao em Urina, liofilizado (Chromsystems art.
1009).

Controle Enddcrino em Urina Nivel Normal (Chromsystems art.
0040).

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

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga.

Metanol grau HPLC

HCI

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Normalmente a urina de 24h é utilizada para analise. Se for
dificil ou impossivel, a urina espontdnea pode ser testada.
Nestes casos os resultados devem ser baseados na creatinina.
Determinagao de VMA/HVA [4]:

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

Determinagao de 5-HIAA [6]:

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

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

Nota: A urina de coleta com acido cloridrico deve ser ajustada
com hidréxido de sédio para um pH de 4 a 6 e analisada assim
que possivel.

O valor de pH 6timo para as urinas coletadas deve ser 4.0.
Entretanto, as altas concentragdes de cloro em urina
fortemente acidificada (pH < 1.0) pode gerar a recuperagodes
reduzidas no preparo da amostra.

E de responsabilidade individual do laboratério usar todos as
referéncias disponiveis e/ou seus proprios estudos para
determinas critérios especificos de estabilidade para o
laboratério.
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Estabilidade das amostras preparadas: As amostras
preparadas sdo estdveis por 3 dias se armazenadas em
temperatura de +2 a +8°C, protegidas da luz, bem fechadas e
em frascos de vidro. E fortemente recomendavel ndo
armazenar amostras preparadas por periodos prolongados
mesmo congeladas (abaixo de -18°C).

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 10 a 20ul,
tempo de corrida 20 min.

Detector +700 a +850mV

eletroquimico:

Fluxo: 0,8a 1,3 ml/min

Temperatura da Ambiente (aprox. 25 °C)

coluna:

Procedimento de preparo de amostras:
Tamponamento das amostras de urina

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

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

N&o é necessario ajuste de pH.

Etapa de Aplicagdo da Amostra de Urina:

Aplicar completamente a amostra de urina diluida na coluna de
preparacgdo. Eluir por vacuo ou através de centrifugagdo (1 min
a 2000 rpm).

Descartar o efluente.

Extracdo de amostras com Colunas de Preparo de Amostras

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

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

2. Aplique 3.0 ml do Tampédo de Lavagem I a coluna de
preparo de amostras, elua por succao ou centrifugue
(até no maximo 700 x g), descarte o efluente

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

4. Repita a etapa 3

5. Apligue 2 ml do Tampdo de Eluicdo a coluna de
preparo de amostras, elua por succao ou centrifugue
(1 min a 700 x g), colete o eluato

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

7. Injete 10-20 pl no sistema de HPLC

Atencdo:

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

Analito Tempo .de retencdo aprox.
em minutos (1ml/min)
VMA 3.0
Padrdo Interno (iso-VMA) 4.0
5-HIAA 9.4
HVA 13.4
Padrado Interno (HICA) 14.8
CALcuLOS

Para o calculo manual, os seguintes dados sdo requeridos:

Area ou altura do pico de: Abreviagao
Substancia A (ex. VMA) no cromatograma da = Aamostra
amostra
Substancia A (ex. VMA) no cromatograma do =Apadréo
padrao de calibragao

Padrdo Interno (ex. iso-VMA) no =ISamostra

cromatograma da amostra

Padrao Interno (ex. iso-VMA) no =ISpadrso
cromatograma do padrdo de calibracao

A concentragdo Caniise,Amostra N@ @amostra € entdo calculada como
a seqguir:

Canalise,amostra ( Mg/L) = Aamostra X ISpadrio X fator x 40
Apadrio X ISamostra

Sendo os fatores das substéncias (art. 1003/B):
VMA: 0,25
HVA: 0,25
5-HIAA: 0,25
HICA: 0,25

Calculo da recuperagdo (%):

Recuperagdo = area ou altura do pico Iso-VMA no cromatograma da amostra x 100
area ou altura do pico Iso-VMA no cromatograma do calibrador

*Concentragdes utilizando o padrao de calibragdo em urina art.
1009:

A concentragdo dos analitos individuais depende do lote e sera
encontrada no folheto de informagdes que acompanha o
produto.

Calculo da excrecdo de 24 horas (mg/24h)
Multiplique a concentracdo encontrada (mg/l) pelo volume da
urina (1).

OBS: A avaliagdo quantitativa do 5-HIAA requer recuperagao
melhor que 50%.

Fatores de conversdo:

Analito mg/l para pmol/I pmol/I para mg/I
VMA 5.04 0.198
HVA 5.49 0.182
5-HIAA 5.23 0.191

CALIBRADORES E CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para
calibrar e monitorar a precisdo e exatiddo das analises de VMA,
HVA e 5-HIAA:

Artigo | Produto Apresentacao

1009 P:.adr.':?o de Calibragdo em Urina 5% 5 ml
(liofilizado)

0040 C9ntro|e Enddcrino em Urina, 10 x 8 ml
Nivel Normal

0050 C9ntro|e EI’]d(?CI’InO em Urina, 10 x 8 ml
Nivel Patoldgico
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DESEMPENHO / CARACTERISTICAS
Linearidade e limite de quantificacao

O método é linear a partir do limite de quantificagdo (LLOQ)
designado até o limite superior (faixa linear):

Tabela 19: Limite de quantificagao e linearidade

Analito LLOQ, aprox.* Limite de quantificagao
(até pelo menos)
VMA 0.2 mg/I 78 mg/I
HVA 0.2 mg/I 51 mg/I
5-HIAA 0.2 mg/I 76 mg/I

*0O limite de quantificacdo depende das condigdes do eletrodo
de trabalho.

Recuperagao:
A recuperacgao foi determinada a partir do slope das curvas de
calibracdo de amostras de urina e solugdes padrées diluidas:

Tabela 18: Taxas de recuperagdo

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

Precisao:

Precisao intra-ensaio

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

Tabela 20: Precisao intra-ensaio

Substéancia Coeficiente de variagdo (concentragcao do analito)
analisada
n=10 n=10 n=10
VMA 0.6% (4,56 0.8% (16.0 mg/l) 1.3% (9.79
mg/1) mg/1)
HVA 1.1% (4,49 1.0% (13.5 mg/I) 1.3% (8.98
mg/1) mg/1)
5-HIAA 3.8% (3.34 1.7 (11.4 mg/l) 3.0% (6.84
mg/1) mg/l)

Precisao inter-ensaio

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

Substancia Coeficiente de variacao
analisada (concentracdo do analito)
n =80 n =80
VMA 2.1% (4.51 mg/l) 2.0 % (15.5 mg/l)
HVA 1.9 % (4.38 mg/l) 1.8 % (13.1mg/l)
5-HIAA 4.5 % (3.98 mg/l) 4.2 % (12.3 mg/l)
VALORES DE REFERENCIA

As faixas de referéncia para aminas biogénicas variam
consideravelmente e sdo altamente dependentes da idade e do
género. NOs recomendamos a determinacdo de faixas
especificas de referéncia para cada laboratorio.

Tabela 7: Faixas de referéncia do acido vanilmandélico (VMA)

Coletivo de Faixa de
paciente Referéncia
Criancas [4] [6]

0-2 semanas 0-850 pg/24h -

2-8 semanas 0-1300 pg/24h -

2-6 meses 0-1500 pg/24h -
7-12 meses 0-1700 pg/24h -

1-5 anos 0-2200 ug/24h -
6-10 anos 0-3600 pg/24h -
11-15 anos 0-4800 pg/24h -

VMA HVA 5-HIAA EM URINA POR HPLC
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0-1 ano - < 18800 pg/g
creatinina

2-4 anos - < 11000 pg/g
creatinina

5-9 anos - < 8300 pg/g
creatinina

10-19 anos - < 8300 pg/g
creatinina

[4] [6]

Adultos 1600-7300 pg/24h < 5500 pg/g

creatinina

Tabela 8: Faixas de referéncia do acido homovanilico (VMA)

Diminuicdo do resultado analitico por: aspirina,
clorpromazina, isoniazida, levodopa, metanamina, prometazina,
estreptozocina.
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Tabela 9: Faixas de referéncia do acido 5-hidroxi-indolacético

Mao rejeitar diretamente para o ambiente

C:Ia‘e:i::t:e Rli:;::‘?é:;a 4. Gressner AM, Arndt T (Hrsg.) Lexikon der Medizinischen
_ Laboratoriumsdiagnostik. 2. Aufl, Band 1, Springer
Criancas [4] [6] Medizin Verlag Heidelberg (2013).
0-2 semanas 0-1500 pg/24h _ 5. Grouzmann E, Lamine F. (2013) Determination od
catecholamines in plasma and urine. Best Pract Res Clin
2-8 semanas 0-2000 ug/24h - Endocrinol Metab 27(5): 713-23.
2-6 meses 0-2900 ug/24h - 6. Thomas L (Hrsg). Labor und Diagnose. 8. Aufl, Verlag TH-
Books Frankfurt/Main (2012).
7-12 meses 0-3400 ug/24h - 7. Feldman JM. (1986) Urinary serotonin in the diagnosis of
1-5 anos 0-4800 pg/24h - carcinoid tumors. Clin Chem 32(5):840-4.
6-10 anos 0-6900 ug/24h -
11-15 anos 0-8800 pg/24h - Simbolos Usados
0-1 ano B < 32600 Wg/g M Fabricante
creatinina
2-4 anos . < 22000 ug/g Limites de temperatura
creatinina
5-9 anos - < 15100 pg/g . i
creatinina Wl:ll Diagnodstico in vitro
10-1 - <12
0-19 anos crez(t)i?lit']lg/g i'} Cuidado, consulte documentos anexos
[4] [6] I:];i] Consulte instrugbes de uso
Adultos 1800-6900 pg/24h < 7600 ug/g .
creatinina T3 Material Reciclavel
at

(5-HIAA)

Coletivo de paciente Faixa de Referéncia
Adultos
[4] < 8200 pg/24h
[6] 2000-8000 pg/24h

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

INTERFERENTES CONHECIDOS

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

Berinjelas Meldes
Abacates Mirabelle
Bananas Abacaxis

Groselha-preta Groselha-vermelha

Ameixa Damson Tomates

Groselhas Noz

As seguintes drogas e medicamentos podem influenciar os
niveis de HVA na urina:

Aumentos do resultado analitico por: acetanilida, cafeina,
cumarina, efedrina-HClI, mefenesina, metanfetamina,
metocarbamol, nicotina, paracetamol, fenacetina, fenobarbital,
fentolamina.

BL3150 - REVO01 - 11/2018

VMA HVA 5-HIAA EM URINA POR HPLC

—
o
—

Lote

Data de Fabricac8o
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda
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MS — n° 10350840115

SAC: sac@biosys.com.br — (21) 3907-2534 / 0800 015 1414
www.biosys.com.br
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