Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

CATECOLAMINAS NA URINA (HPLC)

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de Catecolaminas em Urina por HPLC.

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

Artigo

Apresentacdo

6000 Kit Reagente para Analise de Catecolaminas em Urina (100 analises)

Para informacodes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para analise de

Catecolaminas em Urina por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para andlises de
adrenalina, noradrenalina e dopamina em urina empregando
um sistema isocratico de HPLC com detector eletroquimico. As
catecolaminas sdo extraidas da amostra através da adsorgdo
em colunas de preparacdo antes da andlise em HPLC. A
preparacdo da amostra é simples e garante a reprodutibilidade
e confiabilidade dos resultados. A determinacdo dos niveis de
catecolaminas na urina tem importancia clinica no diagndstico
de feocromocitoma e de outros tumores do sistema nervoso,
caracterizados por um grande aumento na produgdo de
catecolaminas no tecido correspondente, resultando num
aumento da circulagdo e excrecdo de catecolaminas. A
determinacdo quantitativa das catecolaminas na urina também
€ util no diagnostico diferencial de hipertensédo e na avaliagdo
da insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas coronarianas,
diabetes mellitus, arteriosclerose e asma aguda.

METODO

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

PRINCIPIO

Este kit de reagentes foi desenvolvido para a determinagao
confiavel por HPLC de adrenalina, doradrenalina e dopamina
em urina. Antes da separagdo cromatografica, os analitos sdo
separados da matriz em urina por troca i6nica. O preparo de
amostras requer o ajuste do pH da urina diluida, a
transferéncia para uma coluna de preparo e duas etapas de
lavagem. Uma coluna dedicada de HPLC em combinagdo com a
fase movel, otimizada para esta separacdo em particular,
permite uma quantificacdo cromatografica segura e confiavel.

REAGENTES
Componentes e Composigoes:

Produto Composicao Apresentacao
Fase movel Solucdo de 1 x 1000 mL
(Mobile Phase) metanol, acetato
de sddio e acido
citrico
Padrdo de Solugdo aquosa de 1x10 mL
Calibragao de HCL contendo sais
Catecolaminas sédicos de
(aquoso) noradrenalina,
(Calibration adrenalina,
Standard) dopamina e DHBA
Padrdo Interno Solugdo aquosa de 1x10 mL
(Internal HCL contendo sal
Standard) sodico de DHBA
Tampao de Tampao fosfato 2 x 300 mL
Neutralizacdo sodico e Fenol
(Neutralisation vermelho
Buffer)
Tampdo de Eluicdo | Solucdo de acido 2 x 300 mL
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(Elution Buffer) borico

Colunas de Diéxido de silicio 100 unidades
preparagao (modificado)

(Sample Clean Up

Columns)

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

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

A tabela abaixo mostra a temperatura de armazenagem para
0s reagentes do Kkit:

Artigo | Produto Armazenamento
5001 Fase mével 18 - 30°C
6003 Padrdo de Calibragdo de 2-8°C
Catecolaminas ((aquoso)
6004 Padrdo Interno 2-8°C
6055 Tampao de Neutralizacdo 18 - 30°C
6006 Tampado de Eluicdo 18 - 30°C
6007 Colunas de preparacao 18 - 30°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

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

GARANTIA

Estas instrugGes 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 podera ser garantida em caso de desvio as
instrugdes.

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.

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronta para uso.

Padrdo de Calibracdao de Catecolaminas (aquoso): pronto
para uso.

Padréao Interno: pronto para uso.

Tampao de Neutralizagao: pronto para uso.

Tampao de Eluigdo: pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 6100).
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Padrao de Calibracdo de Catecolaminas em Urina, liofilizado
(Chromsystems art. 6009).

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

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

Agua tipo I ou grau HPLC.

Metanol grau HPLC.

HCI.

NaOH.

Centrifuga.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Deverdo ser analisadas, preferencialmente, amostras de urina
de 24 horas coletadas em recipientes contendo 10 mL de HCI
25%. Caso o uso de urina de 24h seja muito dificil ou
impossivel, amostras de urina espontdnea também podem ser
utilizadas. Neste caso, os dados devem ser referidos como
creatinina urinaria.

Estabilidade da amostra: as amostras de 24 h coletadas em
recipientes contendo 10 mL de HCl 25%, sdo estaveis por 5
dias se mantidas refrigeradas, em temperatura entre 2 e 8°C.
Para periodos maiores de armazenamento, conservar abaixo
de - 18°C.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis por até 48 horas entre 2 a
8°C. Para periodos maiores de armazenamento, as amostras
nao acidificadas devem ser conservadas em temperaturas
abaixo de - 18°C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 20uL,
tempo de corrida 15 min.

Detector eletroquimico: +400 a +500mV

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

Tempo de corrida: 15 min

Procedimento de preparo de amostras:

Etapa de Estabilizagcdo e Pré-diluicdo:

Adicionar 100uL de Padrdo Interno e 6,0 mL de Tampdo de
Neutralizagdo em 3,0 mL de urina. Adicionar NaOH 2N, gota a
gota, até a mudancga da cor amarela da solugdo para verde ou
cinza-esverdeado. Se a mistura apresentar coloragao roxa
(alcalina), diminua o pH da solugdo com adigdo de HCI 2N gota
a gota, até que a solugdo seja verde ou cinza-esverdeada.

Etapa de Extragdao e Lavagem:

1. Aplicar todo o conteido da amostra pré-diluida e
estabilizada na coluna de preparacdao, descartar o
efluente;

2. Completar a coluna com agua destilada (aprox. 10 mL),
permitir a eluicdo completa da solugdo. Repetir este
procedimento por mais uma vez. Descartar o efluente.

Etapa de Eluigdo:

1. Adaptar o tubo plastico para amostra na saida da

coluna;

2. Adicionar 6 mL de tampdo de eluicdo e recolher o

eluato;

3. Agitar por 30 seg. (vortex);

4. Acidificar o eluato com 180pL de HCI 5M (30 pL de HCI
5M);

5. Injetar 20 pL do eluato no sistema HPLC.

Tempo de retencdo esperado:

. Tempo de retencdo aprox.
Analito em n':in (1mL/n:;in) P
Noradrenalina 4,5
Adrenalina 5,5
Padrdo Interno (DHBA) 8,3
Dopamina 13,5
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CALCULOS

Anamostra X _IScalibrador ~ X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

Canalito, Amostra [mg/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 padréo interno no = ISAmostra

cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padréo interno no = ISCalibrador
cromatograma do calibrador
Concentracao C do analito A no calibrador = *CCalibrador
*Concentragdao de catecolaminas no padriao de
calibragdao aquoso (art. 6003):

Analito Concentracao (ug/L)
Noradrenalina 25
Adrenalina 5

Padrdo Interno 1

Dopamina 100

O calibrador aquoso é injetado diretamente no HPLC, sem
preparo de amostra.

Concentracgao do Padrao Interno:
3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA): 1,5 ng/pL

100 pL da solugdo de padrao interno (1,5 ng/pL) sao
adicionados a 3 ml de urina. A concentragdo final do padrdo
interno na amostra é entdo 50 ng/mL (50 pL/L). Uma vez que
este valor é igual ao do calibrador, a concentragdo do padrdo
interno pode ser determinada como “1” em todas as amostras.

*Concentragoes utilizando o padrao de calibragao em
urina (art. 6009):

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

Calculo da excrecdo de 24 horas (pg/24h):
Multiplique a concentragdo encontrada (ug/L) pelo volume da
urina (L).

Calculo do valor corrigido pela creatinina (em pg/g de
creatinina):

Divida a concentracao encontrada (ug/L) pela concentragdo de
creatinina na urina (g/L).

Fatores de conversdo:

Analito pg/L para nmol/L nmol/L para pg/L
Noradrenalina 5,9102 0,1692
Adrenalina 5,4585 0,1832
Dopamina 6,5274 0,1532

CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

CATECOLAMINAS NA URINA (HPLC)

Artigo | Produto Apresentacao
Padrdo de Calibragao de
6009 | Catecolaminas em Urina 5x 10mL
(liofilizado)
0040 Controle Enddcrino em Urina, Nivel 10 x 8 mL
Normal
Controle Enddcrino em Urina, Nivel 10 x 8 mL
0050 P
Patoldgico
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DESEMPENHO / CARACTERISTICAS
Faixa de Medigao:

Recuperacao:

Analito Recuperacao absoluta [%]
Noradrenalina 80

Adrenalina 68

Padrdo Interno 91

Dopamina 81

Linearidade / limite de quantificagao:

Limite de . . .
. i ~ Faixa linear até
Analito quantificagao [ug/L]
aprox. [pg/L] * Hg
Noradrenalina 2.5 1450
Adrenalina 1.6 1800
Dopamina 3.6 2200

*Os limites de quantificacgdo dependem das condigbes do
eletrodo de trabalho.

Precisao intra-ensaio:

Coeficiente de variagao [%]

Analito (concentracao em pg/L)

n=10 n=10 n=10
Noradrenalina 1.2 (61.1) 1.7 (202) 1.2 (134)
Adrenalina 2.9 (11.7) 1.8 (47.9) 2.1 (30.5)
Dopamina 0.8 (193) 2.2 (453) 1.2 (326)

Precisao inter-ensaio:

Analito Coeficiente de variacao [%]
(concentracao em pg/L)
n =80 n =80
Noradrenalina 2.5 (61.7) 3.1 (204)
Adrenalina 4.1 (11.9) 3.2 (49.8)
Dopamina 3.0 (192) 3.3 (450)

VALORES DE REFERENCIA °!

Analito Conc. (nmol/24h) Conc. (pg/24h)
Noradrenalina Até 570 Até 97
Adrenalina Até 150 Até 27
Dopamina Até 3240 Até 500

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas de sua
populagao.
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CATECOLAMINAS NA URINA (HPLC)
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals
GmbH

Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niteréi, R]
Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840114

SAC: sac@biosys.com.br - (21) 3907-2534 /

0800 015 1414

www.biosys.com.br
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