Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

METANEPHRINES IN URINE-HPLC
METANEFRINAS NA URINA POR HPLC

Reagente diagnodstico para determinacao quantitativa in vitro de Metanefrinas em urina por HPLC.

N© de lote, data de fabricagdo e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

2020 Kit Reagente para Andlise de Metanefrinas em Urina (100 andlises)

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.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para analises de
metanefrina, normetanefrina e 3-metoxitiramina em urina
empregando um sistema isocratico de HPLC com detector
eletroquimico. O procedimento analitico inclui uma etapa de
hidrolise acida seguida de diluigdo em tampdo de
neutralizagdo, que automaticamente ajusta o pH necessario
para a etapa de extracdo. As catecolaminas sdo extraidas da
amostra através da adsorcdo em colunas de preparagao antes
da andlise em HPLC. A preparagdo da amostra é simples e
garante a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados. A
determinagdo dos niveis de metanefrinas na urina tem
importéncia clinica no diagnodstico de feocromocitoma,
neuroblastoma, ganglioneuroma e melanoblastoma

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 manutencdo do potencial e
previne a flutuagdo de corrente elétrica no eletrodo de
referéncia. O potencial necessario para as reacdes de oxidagdo
ou redugdo (potencial de polarizagdo), é aplicado entre o
eletrodo de referéncia (geralmente Ag/AgCl) e o eletrodo de
trabalho. Qualquer substancia ativa eletroquimicamente que
passe através da célula de detecgdo sera oxidada ou reduzida.
As transformacgées por oxidacdo ou reducdo de tal substancia
geram uma perda ou ganho de elétrons, resultando em uma
corrente elétrica que pode ser detectada e medida pelo
instrumento, amplificada e registrada como um sinal
cromatografico. Uma vez que somente um numero limitado de
grupos funcionais e estruturas quimicas sdo susceptiveis a
processos de oxi-redugdao, em um determinado potencial de
trabalho, a detecgdo eletroquimica é caracterizada por sua alta
sensibilidade e sua elevada seletividade.

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Produto Componentes Apresentacao
Fase movel Solucdo de acetronitrila 1 x 1000 ml
(Mobile Phase)
Padrao de Solugdo aquosa 1x10 ml
Calibrag&o (lig.) | contendo HCI
(Calibration
Standard)
Padrao Interno Solucdo aquosa 1x10 ml
(Internal contendo
Standard) normetanefrina,
metanefrina e 3-
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metoxitiramina
Tampado de Acido 2 x 300 ml
Neutralizagdo etilenodiaminotetracético
(Neutralisation
Buffer)
Tampao de Solugdo de hidroxido de 2 x 250 ml
Lavagem sodio
(Wash Buffer)
Tampao de Solugdo de hidroxido de 2 x 250 ml
Eluigdo sodio
(Elution Buffer)
Colunas de Didxido de silicio 100 unidades
preparo
(Sample Clean
Up Columns)

INSTRUC&ES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

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

A tabela abaixo mostra a temperatura de armazenamento
para os reagentes do kit, e para os demais reagentes
Chromsystems utilizados durante a analise:

Artigo | Produto Armazenamento
2021 Fase mével 18 - 30°C
2023 Padrdo de Calibracdo (liguido) 2-8°C
2024 Padrdo Interno 2-8°C
2025 Tampado de Neutralizacao 18 — 30°C
2026 Tampdo de Lavagem 18 - 30°C
2027 Tampdo de Eluicdo 18 - 30°C

CUIDADOS E PRECAUC5ES

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

GARANTIA
Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizacdo 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
instrucoes.

DESCARTE

A fase movel contém solventes organicos e deve ser
descartada como residuo quimico livre de halogénio, de acordo
com as diretrizes e regulamentos locais em vigor.
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PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Padrédo de Calibragdao (em solugdo): pronto para uso.
Padrao Interno: pronto para uso.

Tampao de Neutralizagao: pronto para uso.

Tampao de Lavagem: pronto para uso.

Tampao de Eluigdo: pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna cromatogréfica equilibrada (Chromsystems art. 2120).
Padrdo de Calibragdao em Urina, liofilizado (Chromsystems art.
2009).

Controle Endocrino em Urina, Nivel Normal (Chromsystems
art. 0040).

Controle Enddcrino em Urina, Nivel Patoldgico (Chromsystems
art. 0050)

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga.

Metanol grau HPLC.

HCI.

NaOH.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Normalmente, amostras de urina de 24 horas sdo usadas para
esta andlise. Caso ndo seja possivel, urina espontdnea
também pode ser utilizada e, neste caso, os dados devem ser
referidos como urina creatinina. A urina de 24 horas deve ser
coletada em recipientes contendo 10 ml de HCI 25%.
Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estaveis por 5 dias se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C. Para periodos maiores de
armazenamento, conservar a - 18 °C.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis antes de acidificar com
acido acético (pH > 7) por 3 dias em temperatura ambiente e
por 1 semana em 2 a 8°C. Apo0s a acidificacdo sdo estaveis por
1 dia em temperatura ambiente e por no maximo 7 dias em 2
a 8°C. Amostras armazenadas abaixo de -18 °C, antes ou
depois da acidificagdo, sdo estaveis por pelo menos 4
semanas.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 20ul,
tempo de corrida 14 min.

Detector +780 a +840 mV

eletroquimico:

Fluxo: 1,0 a 1,2 ml/min

Temperatura da Ambiente (aprox. 25 °C)

coluna:

Procedimento de preparo de amostras:

Hidrolise acida das amostras de urina

1.  Adicionar 1,0 ml de urina a 100 pl de Padrdo Interno
(amostra, calibrador 2009, controle) em um tubo de
hidrdlise selavel e ajustar o pH para 0,8 - 1,0 usando HCI
2N;

2. Incubar os tubos de hidrdlise fechados por 30 min.
entre 90 e 100°C em banho-maria ou em bloco de
aquecimento, e entdo resfriar imediatamente.

Extracdo da amostra

Neutralizacdo:

Adicionar 6,0 ml de Tampdo de Neutralizacgdo na urina
hidrolisada. Uma mudanga da cor amarela-amarronzada para
roxa deve ocorrer agora (esta mudanga indica que o valor do
pH estd ajustado corretamente para a proxima etapa de
extragdo).

Se as amostras ndo alterarem sua cor para roxa, elas foram
fortemente acidificadas na etapa anterior de hidrélise. Nestes
casos, adicione NaOH 2N, gota a gota, até que ocorra a
mudanga de cor.

Extracao:
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1. Misture brevemente (ressuspenda) e identifique a
coluna de preparo de amostras para cada amostra.
Remova a tampa da coluna, e rompa o bico de
vedagdo. Permita que o reagente de Equilibrio flua
completamente.

2. Aplique toda a amostra de urina neutralizada na
coluna de preparo e descarte o eluato.

3. Lavar a coluna de preparo como a seguir, movendo a
cama de resina o minimo possivel:

i. 10 ml de &gua ultrapura (grau HPLC)
ii. 5 mlde Tampdo de Lavagem
4. Descarte cada eluato.

Eluigdo:

1. Coloque a coluna de preparo de amostras em um
tubo de teste identificados, adicione 5 ml do Tampao
de Eluigdo, e colete o eluato.

2. Misture cada eluato brevemente.

Andlise no HPLC:
1. Acidifique o eluato com 150 ul de acido acético glacial
(30 pl por ml de eluato)
2. Injete 20 pl do eluato acidificado no sistema de HPLC.

Tempo de retencdo esperado:

Tempo de retencdo aprox. em
Analito minutos
(fluxo de 1 ml/min)
Normetanefrina 5.5
Metanefrina 7.0
Padrao Interno (HMBA) 8.4
3-Metoxitiramina 12.5
CALcuLOS

Anmostra X_IScalibrador _ X Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

Chnalito [IJg/l] =

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo = ISAmostra

interno no cromatograma da amostra
Area ou altura do pico do padrdo = ISCalibrador
interno no cromatograma do
calibrador
Concentracao C do analito A no
calibrador

= CCalibrador

*Concentracdo de metanefrinas no padrdo de calibragdo
liguido apds o procedimento de preparo de amostras (art.
2023):

Analito Concentragao
Normetanefrina 250 pg/l (1365 nmol/I)
Metanefrina 250 pg/I (1268 nmol/D)
3-Metoxitiramina 250 - 350 pg/| “i‘f{;%%
Padr&o Interno 1

(HMBA)

METANEPHRINES IN URINE-HPLC

*Concentragdes utilizando o padrao de calibragdo em urina
(art. 2009):

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

Calculo da excregdo de 24 horas (ug/24h)
Multiplique a concentragao encontrada (pg/l) pelo volume da
urina ().

Célculo do valor corrigido pela creatinina (em ug/g de
creatinina)

Divida a concentracao encontrada (ug/l) pela concentragao de
creatinina na urina (g/l).
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Fatores de conversao:

Analito pg/l para nmol/I nmol/I para pg/I
Normetanefrina 5,4585 0,1832
Metanefrina 5,0710 0,1972
3-Metoxitiramina 5,9809 0,1672

CALIBRADORES E CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Produto Artigo | Apresentacao
F_’ac_lr_ao de Calibragcao em Urina, 2009 5% 5 ml
liofilizado

Controle Endocrino em Urina, Nivel 0040 10 x 8 ml
Normal

Contrpl_e Enddcrino em Urina, Nivel 0050 10 x 8 ml
Patoldgico

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Linearidade / limite de quantificagao:
O método é considerado linear a partir do limite inferior de
quantificacdo até a concentracdo indicada.

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

*0 limite de quantificagdo depende das condigdes do eletrodo
de trabalho.

Em altas concentragdes, um volume menor de amostras (10
ul) devem ser escolhidos para evitar sobrecarga do detector.

Recuperagao:

A recuperagdo analitica foi determinada pela inclinagdo das
curvas de calibragbes de amostra de urina fortificadas e
solucdes padrdes diluidas:

Analito Recuperacao
Normetanefrina 94%
Metanefrina 97%
3-Metoxitiramina 95%
Padrdo Interno (HMBA) 96%

As amostras de urina com concentragdes de sal muito altas, e
aquelas que foram fortemente acidificadas na etapa de
hidrélise respectivamente podem exibir taxas de recuperacdo
inferiores (aprox. 75%). Nos calculos essa perda ¢é
compensada pela inclusdo do padrao interno.

Precisdo intra-ensaio:

A determinacgdo da precisdo intra-ensaio foi feita pelas médias
de multiplos preparos (n = 10) da mesma amostra e
determinagdo dos analitos em trés concentracdes diferentes:

Analito CV em % n = 10 (concentra¢cdo em
Hg/1)
n=10 n=10 n=10
Normetanefrina 1.4 (325) 0.8 (968) 1.0 (708)
Metanefrina 1.0 (189) 0.9 (362) | 2.7 (275)
3-Metoxitiramina 2.1 (164) 0.9 (357) | 1.8 (264)

Precisao inter-ensaio

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

Analito CV em % (concentracao em
pg/1)
n=100 n=100
Normetanefrina 2.7 (351) 1.7 (1427)
Metanefrina 2.4 (170) 2.6 (1206)
3-Metoxitiramina 4.4 (153) 3.5 (1276)
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INTERFERENTES CONHECIDOS

O 4-hidroxi-3-metoxi-benzilamina (HMBA), usado como
padrdo interno, é uma substancia de ocorréncia natural.
Normalmente sua concentragdo na urina ndo é detectavel e,
portanto, ndo influencia a analise.

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

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

VALORES DE REFERENCIA
Os niveis de referéncia dependem da técnica de andlise
empregada e da populagdo examinada. Geralmente em
pacientes hipertensos é observada uma maior excrecdo de
metanefrinas do que em individuos sauddaveis. No Instituto de
Quimica Clinica do Hospital da Universidade de Monique, o
prof. Jacob analisou amostras de pacientes (urinas de 24h) por
HPLC durante muitos anos e encontrou os seguintes valores de
referéncia:

Normetanefrina: até 800 pg/24h

Metanefrina: até 400 pg/24h

(até 4.4 pmol/24h)
(até 2.0 ymol/24h)

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

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

Normetanefrina: até 390 ug/24h
Metanefrina: até 320 pg /24h

(até 1.95 pmol/24h)*
(até 1.52 pmol/24h)*

*na literatura citada ha um erro no fator de conversdo, devera
ser lido:

Normetanefrina: até 2.13 umol/24h
Metanefrina: até 1.62 pmol/24h

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

d Fabricants
/R/ Limites de temperatura

Diagnostico in vitro
& Cuidado, consulte documentos anexos
I:];i:l Consulte instrugbes de uso

T Material Reciclavel

U-n Mao rejeitar diretamente para o ambiente

Lote

ﬁl Data de Fabricac8o

g Validade

&. Risco Biolagico
@ Altamente téoxico
Corrosivo

<'!> MNocivo

Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niterdi, R]

Cep: 24020-112

CNP3J: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840132

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