Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

CATECHOLAMINES IN PLASMA HPLC
CATECOLAMINAS EM PLASMA POR HPLC

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

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

Artigo

Apresentacao

5000 Kit Reagente para Analise de Catecolaminas em Plasma (200 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucées para andlise de

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

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para andlise de
adrenalina, noradrenalina e dopamina em plasma empregando
um sistema isocratico de HPLC com detector eletroquimico. As
catecolaminas sdo extraidas da amostra através da adsorcao
em colunas de preparagdo antes da andlise em HPLC. A
preparacdo da amostra é simples e garante a reprodutibilidade
e confiabilidade dos resultados. A determinagdo dos niveis de
catecolaminas no plasma tem importancia clinica no
diagndstico de feocromocitoma e de outros tumores do
sistema nervoso, caracterizados por um grande aumento na
producdo de catecolaminas no tecido correspondente,
resultando num aumento da circulagdo e excregcao de
catecolaminas. A determinagdo quantitativa das catecolaminas
plasmaticas também é util no diagndstico diferencial de
hipertensdo e na avaliacgdo da insuficiéncia cardiaca
congestiva, doengas coronarianas, diabetes mellitus,
arteriosclerose e asma aguda. Os niveis de catecolaminas
também fornecem informagbes Uteis em questdes cientificas
nas pesquisas sobre estresse e na medicina esportiva.

METODO

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

PRINCIPIO

Este kit de reagentes foi desenvolvido para uma determinagao
em rotina confidvel de adrenalina, noradrenalina e dopamina
em plasma. Antes da andlise no HPLC, os analitos sdo
extraidos da matriz de plasma por adsorcdo em alumina. O
preparo de amostras € simples, uma vez que ndo é necessario
ajustar o pH das amostras de plasma. Além disso, o preparo
de amostras requer somente etapas de lavagem com o
Tampdo de Lavagem.

Uma coluna dedicada de HPLC em combinagdo com a fase
movel, otimizada para esta separagdo em particular, permite
uma quantificacdo cromatografica segura e confiavel.

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacao
Fase movel Solucdo de metanol, 1 x 1000 mL
(Mobile Phase) acetato de sodio e
acido citrico
Padrdo Interno Solucdo aquosa de HCI 1x 10 mL
(Internal contendo sal sédico de
Standard) DHBA
Padrao de Solucdo aquosa de HCI 1x10 mL
calibracao com sais sodicos de de
(aquoso) noradrenalina,
adrenalina, dopamina
e DHBA
Tampao de Solucdo de 1 x 100 mL
Extracdo trometamol e HCI
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(Extraction

Buffer)

Tampao de Solugdo aquosa 2 x 300 mL
Lavagem contendo HCI

(Wash Buffer)

Tampao de Tampado de acetato de 1 x25mL
Eluicdo sodio e acido acético

(Elution Buffer)

Colunas de Didxido de silicio 4 x 50
preparagao (modificado) unidades
(Sample Clean

Up Columns)

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

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

A tabela abaixo mostra as temperaturas de armazenagem
para os reagentes do kit:

Artigo | Produto Armazenamento
5001 Fase movel 18 — 30°C
5003 Padrao de Calibragdo de 2-8°C
Catecolaminas (aquoso)
5004 Padrdo Interno 2-8°C
5011 Tampao de Extracdo 18 - 30°C
5005 Tampdo de Lavagem 18 - 30°C
5006 Tampao de Eluicdo 18 - 30°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

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

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 moével contém solventes orgéanicos. Descarte os
residuos dos produtos em um contéiner para solventes
organicos livre de halogénio. O Padrdo Interno e o Padrdo de
Calibracdo sdo solugbes acidas, o Tampdo de Extracdo e os
residuos dos espécimes preparados contém um sal classificado
como perigoso. Neutralize estas solucdes e descarte-as em um
contéiner para solugdes salinas. Elas ndo devem ser
eliminadas juntamente com os residuos domésticos. O
descarte deve ser feito de acordo com as exigéncias locais.
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PREPARO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronta para uso.

Padrao de Calibragdo (aquoso): pronto para uso.
Padrao Interno: pronto para uso.

Tampao de Extragao: pronto para uso.

Tampao de Lavagem: pronto para uso.

Tampao de Eluigdo: pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 5100).
Padrdo de Calibragdo de Catecolaminas em Plasma, liofilizado
(Chromsystems art. 5009).

Controle Enddcrino em Plasma, Nivel Normal (Chromsystems
art. 0010).

Controle Enddcrino  em
(Chromsystems art.0020)
Centrifuga.

Agua tipo I ou grau HPLC.
Metanol grau HPLC.

Material geral de laboratério.

Plasma, Nivel Patoldgico

AMOSTRA

Amostras de sangue devem ser retiradas do paciente
recostado através de uma canula borboleta inserida 20-30
minutos mais cedo. A canula é mantida aberta pela infusdo de
solucdo fisioldgica de cloreto de sodio [3]. As amostras de
sangue devem ser centrifugadas dentro de 1 hora [24].

Para armazenamentos mais longos, pode ser utilizado
glutationa para a estabilizagdo das amostras dos pacientes
[23]. O seguinte procedimento pode ser utilizado:

Para cada mL de sangue coletado, devera ser adicionado 20pL
da seguinte solugdo estabilizante: 144 mg/ml de EGTA (Acido
etilenoglicol-bis-aminoetiléter-N,N,N,N-tetracético) e 72
mg/ml de glutationa em agua. Ajuste o pH para 6.4-7.0 com 6
N NaOH. Possivelmente, as susbtancias ndo se dissolveram até
que o NaOH tenha sido adicionado. Apds a coleta do sangue,
inverta cuidadosamente para garantir a mistura adequada do
sangue com a solugdo estabilizante. Entdo centrifugue o
sangue preparado.

Estabilidade da amostra: As amostras de plasma sdo
estaveis a +20-25°C por um dia, a +4-8°C por dois dias, e a
-20°C por um més [[24]. Se as amostras forem estabilizadas
por glutationa, elas serdo estaveis por seis meses a -20°C
[23].

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): As
catecolaminas, em tampdo de eluicdo, sdo estaveis por até 5
dias em +2° a +8°C. Para as dopaminas, a estabilidade foi
verificada em até 2 dias de armazenamento. Para periodos
maiores de armazenamento, colocar as amostras no freezer
(-18°C).

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 20 a
50uL, tempo de corrida 20 min.

Detector +400 a +500mV

eletroquimico:

Fluxo: 0,8 a1,3 mL/min

Temperatura da Ambiente (aprox. 25 ©°C)

coluna:

Procedimento de preparo de amostras:
Etapa de extragao:

1. Adicione 500ul de solugdo tampdo de extragao na
coluna de preparo de amostras. Agite-a por alguns
segundos.

2. Adicione 1,0-1,5
Interno.

3. Tampe a parte superior da coluna de extracdo e
agite-a, por inversao, durante 10 minutos.

mL de plasma e 50 pL de Padrao

BL3149 - REVO02 - 12/2019

4. Remova a tampa inferior da coluna e permita a
eluicdo da solugdo, por vacuo ou através de
centrifugacao (1 min a 700 x g).

Etapas de lavagem:

Adicione 1 mL do Tampdo de Lavagem e agite a coluna por
alguns segundos. Remova o sobrenadante por vacuo ou
através de centrifugagdo (1 min a 700 x g).

Repita este procedimento por mais 2 vezes. Apds a
terceira e Ultima etapa de lavagem, centrifugue a coluna
por 2 minutos a 2800 x g.

Eluigao:

1. Adapte um tubo plastico na saida da coluna. Adicione
120 pL de solugao tampdo de eluigdo e agite a coluna
por alguns segundos. Aguarde 5 minutos em repouso
e depois agite em vortex por 30 seg.

2. Centrifugue por 1 minuto a 700 x g, recolhendo o
eluato no tubo acoplado.

3. Misture a amostra eluida da coluna.

Analise por HPLC:
Injete de 20 - 50 pL da amostra eluida.
Tempo de retengdo esperado:

Tempo de retencao aprox. em
Analito minutos
(1mL/min)
Noradrenalina 5.5
Adrenalina 7.0
Padrao Interno 11.0
Dopamina 17.0
CALcULOS

Aamostra X _IScalibrador _ X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

CAnaIito,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 padrdo interno no = ISAmostra

cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padrdo interno no = ISCalibrador

cromatograma do calibrador
Concentragdo C do analito A no calibrador = *CCalibrador

*ConcentracGes do calibrador aquoso (artigo 5003):

Analito Tempo de ret_engao Concentracao
(aprox. min) (ng/L)

Noradrenalina 5.5 600

Adrenalina 7 300

Padrao 11 1

Interno

Dopamina 17 300

Os valores acima devem ser aplicados em amostras analisadas
de 1 mL de plasma. Se um volume maior de plasma (1,5 mL)
for utilizado na preparacdo da amostra, os calculos deverdo
ser refeitos e tal valor deverd ser considerado na avaliagdo
quantitativa.

*Concentracdoes do calibrador em plasma liofilizado (artigo
5009):

Utilizar os valores que constam no folheto de informagdes que
acompanha o produto.

Fatores de conversdo:

Analito ng/l para pmol/I pmol/l para ng/I
Noradrenalina X 5.9102 X 0.1692
Adrenalina x 5.4585 x 0.1832
Dopamina X 6.5274 x 0.1532

CALIBRADORES E CONTROLES

CATECHOLAMINES IN PLASMA HPLC
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Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Artigo | Produto Apresentacao
Padrao de Calibragao de

5009 Catecolaminas em 10 x 2,5mL
Plasma (liofilizado)

0010 antrole Enddcrino em Plasma, 10 x 5 mL
Nivel Normal
Controle Endocrino em Plasma, 10x5mL

0020 ; -
Nivel Patologico

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS
Linearidade e limite de quantificacao:

Analito Limite de Limite maximo
quantificagdo (ng/L)* (ng/L)
Noradrenalina 43 2000
Adrenalina 18 1000
Dopamina 81 1000

* O limite de quantificacdo depende das condicbes do eletrodo
de trabalho.

Recuperagao:

Analito Recuperacao [%]
Noradrenalina 74
Adrenalina 71
Dopamina 40

Padrao Interno (DHBA) 66

Precisao intra-ensaio:

Substancia

Coeficiente de variagao [%]

analisada (concentracao ng/I)

n=10 n=10 n=10
Noradrenalina 2.0 (252) 1.7 (1808) 1.5(1126)
Adrenalina 3.3 (79.9) 2.9 (579) 1.5 (236)
Dopamina 3.4 (234) 3.7 (574) (1.6 (418)

Precisao inter-ensaio:

Substancia Coeficiente de variagao [%]
analisada (concentracao ng/l)

n =80 n =80
Noradrenalina 5.5 (256) 3.1 (1894)
Adrenalina 5.2 (81.4) 3.3 (488)
Dopamina 13.1 (215) 12.5 (963)
VALORES DE REFERENCIA
Analito nmol/I ng/l
Noradrenalina 0.47-2.95 80-499
Adrenalina 0.02-0.45 3.7-82
Dopamina 0.013-0.379 2-58

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas de sua

populagao.
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Simbolos Usados

d Fabricante
/R/ Limites de temperatura

Diagnéstico 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 Biolégico
@ Altamente toxico

@ Cormsivo
<'!> Mocivo

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

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niter6i, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840141

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

BL3149 - REVO02 - 12/2019 CATECHOLAMINES IN PLASMA HPLC

Péagina 4 de 4


mailto:sac@biosys.com.br

