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RESUMO

O presente trabalho resulta do estagio realizado no Laboratorio de Analises Clinicas
Fernanda Galo, em Tomar, de 4 de Fevereiro a 31 de Julho de 2013. Este teve como
principal objetivo a aplicagdo de metodologia analitica para a quantificacdo de
catecolaminas e seus metabolitos na urina, utilizando métodos cromatograficos de HPLC

(High Performance Liquid Chromatography) com detecdo eletroquimica.

Através da realizacdo de alguns estudos, comprovou-se que os métodos
implementados fornecem resultados com boa qualidade. Esses estudos envolveram a
avaliacdo de performance cromatografica para cada um dos compostos a quantificar, a
validacao dos métodos relativamente a sua seletividade e precisdo e, ainda, avaliagdes de

controlo externo - RIQAS.

Deste modo, conclui-se que todos os picos dos compostos analisados apresentam
uma boa resolugao (Rs>1,5) e um fator de retencdo aceitavel (entre 1 e 20). Todos os
métodos utilizados sdo seletivos para a dete¢cdo dos compostos a quantificar, conclui-se
ainda, que todos os métodos sdo precisos, pois apresentam coeficientes de variagdo (CV%)
inferiores ao valor recomendado, podendo considerar-se confidveis, uma vez que foram

aprovados em varios controlos externos-RIQAS.
Apds a implementacdo e estudo dos métodos, estes foram utilizados para realizar

diversas analises no ambito da prestagdo de servicos oferecida pelo Laboratorio de

Analises Clinicas Fernanda Galo.

Palavras-chave: HPLC, Catecolaminas, Performance Cromatografica, Validacao







ABSTRACT

This paper is the result of a traineeship in the Fernanda Galo Clinical Analyses
Laboratory held in Tomar, between february 4th and july 31th of 2013. The main objective
of this work was the application of analitical methodology for the quantification of
catecholamines and their metabolites in urine, using chromatographic methods of HPLC

(High Performance Liquid Chromatography) with electrochemical detection.

Through the accomplishment of some studies, it was proved that the implemented
methods supply results of good quality. These studies involved an evaluation of
chromatographic performance for each of the composites to quantify, the validation of the
methods regarding its selectivity and precision, and the evaluation of external control

entities — RIQAS.

In this way, it can be concluded that all peaks of analyzed composites presents a
good resolution (Rs>1,5) and an acceptable factor of retention (between 1 and 20). All
methods are selective for the detection of the composites to quantify, concluding that they
are accurate because they present coefficients of variation (CV%) inferior to recommended
values, being considered trustworthy, after validation and approval by external controls-

RIQAS.

After the implementation and study of these methods, they were used for diverse
analysis in the scope of the services provided by the Fernanda Galo Clinical Analyses

Laboratory.

Keywords: HPLC, catecholamines, chromatographic performance, validation
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Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

1. Introducio

1.1 Caraterizacio da Empresa

O Laboratério de Andlises Clinicas Fernanda Galo, Lda, foi fundado em 1958 pela
Dr.* Fernanda Galo, que lhe deu o nome que permanece até hoje (logdtipo na Figura 1).
Em 1993 a direcdo técnica e a geréncia do laboratorio € assumida pela Dra. Conceicao
Faustino, que empreendeu um conjunto de investimentos no desenvolvimento técnico-
cientifico na 4rea das andlises clinicas e quimicas, permitindo um crescimento e
alargamento da sua area de atuagdo. Para além das andlises clinicas mais comuns, o
laboratdrio realiza servigos analiticos muito especializados, apenas possiveis pelo forte
investimento em equipamentos de ponta. E acreditado pela Norma NP/EC IEC 17025 e foi
o primeiro laboratorio em Portugal acreditado pela Norma NP/EC IEC 15189. As suas
instalagoes, desde 26 de novembro de 2008, sdo no edificio TomarLab, na cidade de

Tomar %3

FERNANDA GALO
LABOR

ATOR |5

Figura 1 — Logétipo do Laboratério de Analises Clinicas Fernanda Galo, Lda [29]

1.2. Catecolaminas urinarias e seus metabolitos

As catecolaminas libertadas pelo sistema nervoso simpatico e pela medula supra-
renal estdo envolvidas na regulagdo de um grande numero de fungdes fisioldgicas, que
podem ser um indicador na descoberta de algumas doencas, como por exemplo, doencas

;. , . . ey . . 1
neurolégicas, endécrinas, psiquiatricas e doencas cardiovasculares. [

Catecolaminas ¢ o nome dado a um grupo de aminas — adrenalina (ADR),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA), que s3o produzidas na medula supra-renal,

localizada nas glandulas supra-renais. As glandulas supra-renais sao dois pequenos
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orgaos localizados no polo superior de cada rim (Figura 2). No homem, as glandulas

pesam, cada uma, entre 6 ¢ 10g, sdo achatadas e medem aproximadamente Scm de altura,

[2, 3

3cm de largura e 3cm de espessura = ). A glandula supra-renal direita tem uma forma

piramidal e a esquerda, a forma oval. As glandulas supra-renais sdo 6rgaos encapsulados,
compostos por duas partes funcionais completamente distintas, a medula e o cortex

(responsavel pela produgdo das hormonas corticosteroides), >

cortex medulla
right
adrenal

kidney

Carlyn Iverson

Figura 2 — Esquema elucidativo sobre a localizagdo ¢ morfologia das Glandulas Supra-renais *

A NA ¢ o principal neurotransmissor no sistema nervoso simpatico periférico,
enquanto que a ADR ¢ a principal hormona secretada pela medula supra-renal nos
mamiferos e esta associada a estados de excitagdo, alerta, nervosismo, medo ou mesmo
panico. As respostas fisiologicas e metabolicas que se seguem a uma estimulacdo dos
nervos simpaticos em mamiferos sdo geralmente mediadas pelo neurotransmissor NA,
apesar de co-transmissores, como péptidos, poderem potencialmente contribuir para os
efeitos simpaticos. Como parte da resposta ao stress, a medula supra-renal ¢ também
estimulada, resultando no aumento da concentracdo de ADR na circulagdo sanguinea. As
acoes destas duas catecolaminas sdo muito semelhantes em alguns locais, mas diferem

significativamente noutros. Por exemplo, ambos os compostos estimulam o
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miocardio; contudo, a ADR dilata os vasos sanguineos no musculo-esquelético, enquanto a

- x . 45
NA causa a constri¢io dos vasos sanguineos na pele, mucosas e rins ),

A DA ¢ o precursor da NA e, apesar de ser encontrada predominantemente nos
ganglios basais do sistema nervoso central (SNC), onde funciona como neurotransmissor
em diversas vias importantes, as terminagdes nervosas dopaminérgicas e os recetores
especificos para esta catecolamina foram também encontrados noutros locais do SNC e na
periferia (particularmente no rim). Esta catecolamina enddgena, inicialmente considerada

apenas precursora da NA, veio a revelar-se fundamental como neurotransmissor do SNC *
5]

Uma produgao anormal de catecolaminas pode ser um indicador de doengas graves
como por exemplo o feocromocitoma. O feocromocitoma ¢ uma neoplasia rara, produtora
de catecolaminas, cuja origem mais frequente ¢ na medula supra-renal. Tem um amplo
espetro de apresentacdes clinicas, mas a triade sintomatica de cefaleias, palpitacdes e

hipersudorese, acompanhada de hipertensdo arterial é muito caracteristica -

As crises hipertensivas e os eventos cardiovasculares potencialmente fatais
causados por esta neoplasia sucedem do efeito potente da estimulagdo adrenérgica e
justificam a importancia de um diagnostico célere e de uma abordagem terapéutica eficaz
no controlo sintomdtico e na prevencdo de complicagdes. O diagndstico de
feocromocitoma ¢ obtido por testes bioquimicos sanguineos ou urinarios em que se

. . . . 6
evidencie excesso de catecolaminas ou dos seus metabolitos .

1.2.1 Sintese das Catecolaminas

O precursor na sintese de todas as catecolaminas ¢ o aminoacido tirosina, (Figura
3). A maior parte da tirosina ¢ obtida da dieta, e uma pequena propor¢dao também pode ser

sintetizada no figado a partir da fenilalanina e encontra-se em todos os neurénios

[4, 6, 7]

catecolaminérgicos . A sua hidroxilacdo ¢é, normalmente, considerada a etapa

limitante na biossintese das catecolaminas, sendo a enzima responsavel — tirosina
hidroxilase (TH) — ativada por estimulagdo dos nervos adrenérgicos ou da medula supra-

renal e inibida, por feedback, pelos compostos catecois [* & 7.
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TIROSINA
MH,
HO CHC—Co0H
H
l trasing hidrosilas=
L-DOPA
HCr
NH,
HC HE'.I‘Z—CDE'H
H
l dopa descarboxilase
DOPAMINA
HC
HO CH,CH,NH,
dopamieg |hidroilae
HORADREMALIMA
HO
HC CHLCH,MH,
oH
l Tentolamina M-metiiransferass
ADRENALINA
HG
HO 1H2EH2NHCH_-,
oH

Figura 3 — Mecanismo de biossintese das Catecolaminas [8]

A primeira etapa na biossintese das catecolaminas, consiste na conversdao da
tirosina em L-DOPA (1 -3,4- diidroxifenilalanina) por oxidacdo da posi¢do 3 no anel de
benzeno. Esta reacdo ocorre no citoplasma dos terminais nervosos simpaticos poOs-
ganglionares. A reacdo € catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH). A oxidagdo da
tirosina em L-DOPA ¢ a etapa que limita a velocidade na produ¢do, ndo apenas da DA,
mas também de todos os neurotransmissores da familia das catecolaminas. E, também,

utilizada com sucesso no tratamento da sintomatologia da doenga de Parkinson * % 7.
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A segunda etapa da biossintese das catecolaminas ¢ mediada pela DOPA
descarboxilase, esta enzima ¢ responsavel pela remog¢do do grupo carboxilo da L-DOPA,
formando deste modo a DA. Este passo ocorre, tal como o anterior, no citoplasma dos
terminais nervosos simpaticos pos-ganglionares. Ao nivel dos neuronios contendo DA, esta

enzima constitui a etapa final da via biossintética [ 7-*7],

No caso dos neurdnios que sintetizam NA ou ADR, a enzima dopamina-f3-
hidroxilase (DBH) ¢ a responséavel pela fase seguinte do processo de biossintese das
catecolaminas. Aproximadamente metade da DA produzida no citoplasma ¢é transportada
ativamente para o interior das vesiculas de armazenamento contendo DBH; a restante DA
ndo captada para as vesiculas ¢ desaminada a &cido 3,4- dihidroxifenilacético, que € depois
metilada a dcido homovanilico (HVA), como sera mais a frente abordado no metabolismo
das catecolaminas Y. Deste modo, a DA ¢é ativamente acumulada nas vesiculas de
armazenamento localizadas nos terminais nervosos simpaticos e, durante este processo de
transporte, ¢ - hidroxilada pela DBH que esta associada a vesicula de armazenamento

adrenérgica 1771,

A DBH ¢, entdo, libertada dos nervos e da glandula supra-renal juntamente com as
catecolaminas, sendo assim encontrada no plasma. Esta enzima representa a enzima
terminal na biossintese de catecolaminas nos neuronios simpaticos pos-ganglionares. Desta

forma, os nervos adrenérgicos libertam apenas NA como neurotransmissor & %1,

A biossintese da ADR ¢ catalisada pela enzima feniletanolamina N-metiltransferase
(phenylethanolamine N-methyltransferase; PNMT) que estd presente ao nivel das células
medulares supra-renais, para as quais a ADR ¢ a neuro-hormona primaria, € ao nivel de um
pequeno grupo de neurdnios no tronco cerebral que utilizam a ADR como
neurotransmissor. A PNMT promove a transferéncia de um grupo metilo da S-
adenosilmetionina para o azoto da NA dando, consequentemente, origem a formagao de
uma amina secundaria, a ADR. Por conseguinte, esta enzima causa a metilacdo da NA, que
abandona as vesiculas (provavelmente por difusdo), com consequente formag¢do de ADR
no citoplasma. A ADR formada ¢ captada novamente para o interior vesiculas para ser

armazenada e mantida até a sua libertacdo (& 79
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1.2.2 Metabolismo das Catecolaminas

A metabolizagdo das catecolaminas ocorre pela acdo conjunta de duas enzimas, a
monoamino oxidase (MAO) e a catecol — O — metiltransferase (COMT), as quais se
constituem como as enzimas responsaveis pela inativagdo das catecolaminas. Estas duas
enzimas diferenciam-se no que respeita a sua localizag¢do celular, com a MAO associada
principalmente a superficie externa do mitocondrias (incluindo as presentes nos terminais

nervosos) e a COMT, localizada predominantemente no citoplasma 7!,

A Figura 4 apresenta como ocorre o processo de metabolismo das catecolaminas até
chegar aos metabolitos principais o acido homovanilico (HVA) e o 4cido vanilmandélico

(VMA).

A dopamina ¢ metabolizada a 4cido homovanilico (HVA) através de uma série de
reagoes, esta ¢ oxidada ao acido diidroxifenilacético pela acdo da enzima MAO. A seguir,
a COMT oxida o acido diidroxifenilacético a HVA. Por outro lado, a dopamina ¢ metilada
a 3-metoxitiramina pela COMT e, em seguida, oxidada a HVA pela MAO e eliminada na

urina 71,

No que diz respeito a Noradrenalina e a Adrenalina, estas sofrem metilacao e sao
convertidas em normetanefrina ou metanefrina, pela acio da COMT, e a seguir oxidadas,
dando origem ao VMA, ou podem ser, num primeiro passo, oxidadas pela MAO e dar
origem a um composto intermedidrio o acido 3,4-diidroximandélico, que a seguir, por agao

da COMT, é convertido em VMA que ¢ depois eliminada na urina ! ",

Assim, HVA ¢ o metabolito da dopamina e o VMA ¢ um metabdlito da adrenalina e

noradrenalina.
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Figura 4 — Sequéncia reacional relativa ao metabolismo das catecolaminas !
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2. Metodologia

2.1 Classificacio de Técnicas Cromatograficas.

r

A cromatografia, em todas as suas variantes, ¢ um método de separagao de

componentes de uma mistura, em que a separacao depende da distribuicdo das diferentes

moléculas entre duas fases: uma fase estacionaria e uma fase movel 1% ',

Este método de separacdo ganhou importancia por volta de 1903, com o botanico

Mikhail Semenovich Tswett (Figura 2.1), nascido em Asti (Itdlia), sendo a sua familia de

. 10,31
origem russa '3,

Figura 5 — Fotografia do botanico Mikhail Semenovich Tswett 31]

Este investigador desenvolveu vdrios trabalhos experimentais no dominio da
separacao de extratos de plantas por adsor¢do diferencial em colunas, usando carbonato de
calcio como fase estacionaria e di-sulfureto de carbono como fase movel (eluente). Nestas
experiéncias, verificou-se a formagao de bandas de cores diferentes nas colunas utilizadas,
devido a adsorcao diferencial dos pigmentos corados, que percolavam com velocidades
diferentes e emergiam separadamente da coluna. Este investigador foi mais tarde
considerado o pai da cromatografia devido a sua valiosa contribui¢do no desenvolvimento

desta técnica %31,
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Figura 6 — Esquema do aspeto visual do trabalho realizado por Mikhail Semenovich Tswett 1**)

A cromatografia pode ser utilizada para a identificagdo de compostos, por
compara¢do com padrdes previamente existentes, para a purificagdo de compostos,
separando-se as substancias indesejaveis, € para a separagdo dos componentes de uma
mistura. As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-se
diversos critérios, nomeadamente quanto ao mecanismo de separacdo, a técnica empregue,

ao tipo de fases a utilizar e ao tipo de superficie na qual ocorre a separa¢do, como se pode

verificar na Figura 7 %31,
Cromatografia
.. | ’
| |
Planar Coluna
.. | ’ ._ |
I I 1 I I 1
Centrifuga CCD CP Liquida CcsC Gasosa
Classica CG
CLAE CGAR

. . ~ . . . s (10
Figura 7 — Classificagdo das técnicas cromatograficas de acordo com diversos critérios. (1]
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1. Classificacdo pela forma fisica do sistema cromatogrdfico

Em relagdo a forma fisica do sistema, a cromatografia pode ser subdividida
em cromatografia em coluna e cromatografia planar. Enquanto a cromatografia planar
resume-se a cromatografia em papel (CP), a cromatografia por centrifugagdo e a
cromatografia em camada Fina (CCF), sdo diversos os tipos de cromatografia em coluna,

. ~ . . . . 1 1
os quais serdio mais bem compreendidos quando classificados por outros critérios !'% !,

2. Classificacdo pela fase movel empregada

Em relacao 4 fase modvel, sdo trés os tipos de cromatografia: a cromatografia gasosa
(CG), a cromatografia liquida (CL) e a cromatografia supercritica (CSC), usando-se na
ultima um fluido muito pressurizado, acima de sua temperatura critica. A cromatografia
liquida apresenta uma importante subdivisdo: a cromatografia liquida classica (CLC), na
qual a fase movel ¢ arrastada através da coluna apenas pela forca da gravidade, e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), na qual se utilizam fases estaciondrias de
particulas menores, sendo necessario o uso de uma bomba de alta pressdo para a eluigdo da
fase movel. A CLAE foi inicialmente denominada cromatografia liquida de alta pressao,
mas a sua actual designagio mostra-se mais adequada. E conhecida internacionalmente
pela sigla HPLC (High Pressure Liquid Chromatography ou High Preformance Liquid
Chromatography). No caso de fases moveis gasosas, as separagdoes sdo obtidas pela
designada cromatografia gasosa (CG) e pela cromatografia gasosa de alta resolugdo
(CGAR). A diferenca entre estes dois tipos de cromatografia esta relacionada com a coluna
utilizada. Enquanto em CGAR s3o utilizadas colunas capilares, nas quais a fase
estacionaria ¢ um filme depositado na superficie interna da coluna, em CG utilizam-se
colunas de maior didmetro, contendo um empacotamento que funciona como fase

. ISR 1
estacionaria 10,3 ].

3. Classificacdo pela fase estacionaria utilizada

Quanto a fase estacionaria, distingue-se entre fases estaciondrias solidas, liquidas e
quimicamente ligadas. No caso da fase estacionaria ser constituida por um liquido, este

pode estar simplesmente adsorvido sobre um suporte so6lido ou imobilizado sobre ele.

11



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

Suportes modificados sdo considerados separadamente, como fases quimicamente ligadas,

o . . 5 [10,31
por normalmente diferirem dos outros dois nos seus mecanismos de separagio %',

4. Classificacdo pelo modo de separacdo

Em relagdo ao modo de separacgdo, este pode ser por adsorc¢do, parti¢do, permuta
i6nica, exclusdo de tamanhos, afinidade ou por uma combinacdo de alguns destes

. 1 1
mecanisSmos 0.3 ].

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia iniciou-se na década dos anos 60. E uma
extensdo da cromatografia liquida classica e caracteriza-se pelo uso de colunas em aco
inox muito mais estreitas, com didmetro interno de 2-5 mm, com empacotamento de
particulas de tamanhos muito reduzidos, 3-10 um, que constituem a fase estacionaria. A
fase movel circula sob alta pressdo, ao longo da coluna, com um fluxo controlado. A alta
pressdo permite andlises mais rapidas e o uso de fases estaciondrias constituidas por micro

, . A s ~ [10,12,1
particulas permite uma elevada eficiéncia na separagio ' % 1,

A técnica de HPLC revelou-se um dos mais eficientes métodos cromatograficos,
em virtude do desenvolvimento de instrumenta¢do automatizada. Permitiu a inje¢do de
volumes de amostra cada vez mais pequenos e reprodutiveis e a detecdo de quantidades de
analitos cada vez menores em sistemas de detecdo em fluxo, que indicam quando os

- 12,13
componentes sofrem elui¢io da coluna "> ',

Esta técnica veio complementar a cromatografia gasosa (CG) no tipo de compostos
que podem ser separados, uma vez que a CG s separa compostos volateis. Apresentou,
também, a vantagem de tempos de retencdo mais curtos € maior nimero de analises por
unidade de tempo. A introducdo de colunas capilares, como em CG, oferece um maior

numero de pratos tedricos e uma melhor resolugdo do que as colunas padrdo.

12
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Outra vantagem que esta técnica apresenta ¢ a de utilizar uma menor quantidade de
fase movel, permitindo a utilizagdo de solventes toxicos, raros, ou caros, bem como o uso

de fases estacionarias dispendiosas !'* 1.

A HPLC apresenta, assim, varias vantagens, pois permite automatizar o sistema,
reduzir o tempo de andlise, efetuar andlises qualitativas e quantitativas, bem como ter
reprodutibilidade de dados As desvantagens sdao o facto do equipamento, € a sua
manutengdo, serem dispendiosos, de ser um sistema complexo, de apresentar baixa
sensibilidade perante alguns compostos e de ser dependente da experiéncia do operador.

As principais vantagens e desvantagens estdo resumidas na Tabela 1

Tabela 1 - Principais Vantagens e Desvantagens de HPLC !'7),

Vantagens: Desvantagens:
- Menor tempo de andlise - Alto custo da instrumentacao
- Alta Resolugao - Alto custo de operacao
- Resultados quantitativos - Falta de detetor universal sensivel
- Boa sensibilidade - Necessidade de experiéncia no seu
- Versatilidade manuseamento

- Automacao

Em cromatografia liquida, a fase movel ¢ um liquido que escoa ao longo da fase
estaciondria numa direcdo definida. Os compostos que sdo fracamente retidos pela fase
estaciondria escoam mais rapidamente ao longo do enchimento, enquanto os que
estabelecem interagdes mais fortes com a fase estacionaria saem mais lentamente, até a

separacdo completa dos componentes duma mistura [12. 3]

O processo de escoamento dos compostos, que sdo arrastados pela fase movel ao

longo da coluna até a saida, designa-se por eluigdo.

13
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser dividida em dois grupos

principais: cromatografia liquida em fase normal e cromatografia liquida em fase reversa.

Quando a fase estacionaria ¢ mais polar que a fase mdvel, a cromatografia liquida ¢
denominada de cromatografia de fase normal. Na situacdo inversa, ou seja, quando a fase
estacionaria apresenta menor polaridade que o solvente, a cromatografia recebe a
denominacdo de cromatografia de fase reversa. Os adsorventes mais utilizados na
cromatografia de fase normal sdo a silica e a alumina, enquanto que para a fase reversa sao
empregues substancias polares quimicamente ligadas, tendo como grupos funcionais cadeias

com terminagdes do tipo ciano, diol, fenil , amino ou apolares ©'.

A maioria das separagdes sdo levadas a cabo por HPLC de fase reversa, devido ao
seu maior campo de aplicacdo, do que por fase normal, pois existem muito poucos
compostos que sejam retidos permanentemente na coluna. As colunas também tendem a
ser mais robustas. Pode dizer-se que, nas cromatografias em fase reversa, os compostos
apolares, ou fracamente polares, sdo mais fortemente retidos na fase estacionaria do que na
fase movel. A retengdo de um composto na fase estaciondria ¢ tanto maior quanto menor ¢

a sua solubilidade na fase movel ',

A eletroquimica oferece um grande grupo de métodos que podem ser usados para a
detec¢do continua de substancias. Para a técnica de HPLC, os detetores eletroquimicos mais

utilizados sdo 0 amperométrico e o coulométrico [,

O fato de poder combinar o alto poder de resolucao da cromatografia liquida de alta
eficiéncia com a alta sensibilidade da detegdo eletroquimica através de células de fluxo faz
com que seja uma das mais poderosas técnicas bioanaliticas disponiveis . A detecdo
eletroquimica baseia-se na propriedade de um composto para sofrer uma oxidagdo ou
reducdo num elétrodo a um potencial aplicado. A velocidade da reacdo eletroquimica ¢
observada como uma corrente, e, por isso, essas técnicas sdo conhecidas por amperometria,

que, literalmente, significa medida de corrente em amperes (A) !'?1,

14
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Neste tipo de detecdo, ¢ possivel ter uma configuracdo onde o eluente flui, num
primeiro momento, sobre um elétrodo e, depois, sobre um segundo elétrodo, requerendo,
assim, que o analito sofra uma oxidagdo (ou redugdo) reversivel no primeiro elétrodo.
Nesse caso, o segundo elétrodo opera como um catodo (ou um anodo) para determinar o
produto de oxidagdo (ou reducdo). E por este motivo que a seletividade deste sistema ¢

[12

muito elevada ['*!. Na F igura 8 temos o exemplo da oxidagdo/reducdo da Noradrenalina

que ocorre no detetor.

HC o

HO R

o R +2e +2H

Figura 8 - Reagfo de Oxidagao/reducdo da Noradrenalina que ocorre no detetor (16]

2.2.1 Performance Cromatografica
Para os métodos cromatograficos, os critérios considerados para a defini¢ao da
performance esperada tém como base o referencial normativo ISO 13530 e o guia

CITAC/EURACHEM. A performance ¢ avaliada a partir dos pardmetros cromatograficos
[13, 14]

r

A performance de separacdo ¢ avaliada a partir da determinagdao dos seguintes
valores: fator de retencao (k), fator de separacao (o), resoluciao (Rs), nimero de pratos
(N). Estes parametros sdo otimizados a partir de estudos ao nivel de:

1) fase estaciondria, utilizando diferentes colunas;

2) fase movel, experimentando diferentes eluentes, desde que compativeis com a

fase estaciondria ['> 14,

Na Figura 9 sdo indicados os parametros utilizados para o céalculo de alguns dos

B . . 10, 12
valores de performance cromatografica, acima mencionados !'% ',
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rezposta do detector

|
i t|:| t1 tz tempo

Figura 9 - Esquema geral de um cromatograma, com indicagdo dos principais pardmetros '

Onde:

e to- Também conhecido como o tempo morto (ty) da coluna. E o tempo gasto pelas
moléculas ndo retidas a percorrer a coluna.

e tg- Tempo de retencio. E o tempo que demora um soluto a ser totalmente eluido da
coluna.

e W - Largura do pico. E a resultante da interseccio das duas tangentes aos pontos de
inflexao do pico.

e W, - Largura do pico a meia altura

O tempo de reten¢@o corresponde a medida de tempo, normalmente em minutos,
que o analito leva a percorrer o sistema cromatografico. O tempo de permanéncia efetivo
do analito no sistema cromatografico, nomeadamente na fase estaciondria, ¢ determinado a

partir da seguinte relacdo expressa na equagao 1.

16
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th=tr_ty (eq.1)

A seguir, descrevem-se os valores de performance a avaliar e apresentam-se as respetivas

formulas de calculo U 1> 161,

Fator de retencdo (k)

Também designado por fator de capacidade, ¢ uma medida cromatografica obtida a
partir da razdo dos tempos (Fator de retencao) ou dos volumes (Fator de capacidade) do

analito que permanece na fase estacionaria (¢’r) e na fase movel (tm).

O fator de retencdo, k, representado na equacdo 2, pode ser determinado por uma
das duas metodologias:
1) A partir da razao do volume de analito retido na fase estacionéria V' e o volume
morto da coluna Vo (eq. 2);
2) A partir da razdo dos tempos. ¢, € o tempo gasto desde 0 momento da injecao
até a detecdo maxima do pico e #y;, € o tempo gasto pelas moléculas nao retidas
a percorrer todo o sistema cromatografico, sendo esta a forma de célculo mais

usual.

k= YB-Vo _ tR-tM _ IR (eq.2)

Valores de k compreendidos entre 2 e 10 sdo considerados ideais, mas aceita-se que

esse intervalo possa ser alargado a gama de valores de 1 a 20 [ 1161,

Fator de Separacdo (o)

Também designado por fator de retencdo relativo, ou fator de seletividade.
Corresponde a separacdo em termos relativos de dois componentes (1 e 2) que eluem da
coluna de forma sequencial. E calculado pela razdo entre os fatores de retengdo dos dois
picos adjacentes (eq.3). Depende da fase estacionaria, da temperatura e da fase movel

. . 12, 15,1
selecionadas, sendo independente do fluxo ['* %1€,
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i
5

_ fRe~™™M _ ‘Rz _ K
R, _IM 14N K,

(eq.3)

Resolucdo (Rg)

E a medida que determina se dois picos adjacentes estio completamente separados
E calculada a partir da distincia que separa os pontos méaximos dos picos, estimada a partir

das larguras da base, ou a partir da largura da base a meia altura.

2 (g — 1)
Wy —W,

Rg = (eq.-4)

Quando assume o valor unitario, significa que os dois picos estdo razoavelmente
separados, com apenas 2 % de superposicao das areas, no caso de as quantidades dos dois
componentes serem iguais. Valores de resolucdo superiores a 1 indicam uma melhor
separacdo, sendo considerado 6timo qualquer valor de Rs superior a 1,5, indicando, neste
caso, que a separagdo ¢ completa. Na pratica, considera-se um pico com boa resolucao a

partir de Rg igual a 1,25 "% 13161,

Nuimero de pratos (N)

Corresponde a uma medida adimensional da eficiéncia da coluna cromatografica.
Permite definir, em termos numéricos, a interacdo da fase estaciondria com cada um dos
componentes que constituem a aliquota de amostra a analisar. N ¢ determinado para cada
analito separado pelo meio cromatografico (eq.5), a partir do seu tempo de retengdo e da

largura do pico da linha de base (W) ou da largura do pico a meia altura do pico (W) "
15, 16]
_ )
N=16x () (eq.5)

Também se pode relacionar o nimero de pratos tedricos com a altura de um prato

teorico (H) e o comprimento da coluna (L), segundo a equacao 6.
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(eq.6)

=5l

O numero de pratos teoricos corresponde ao numero de segdes transversais
imaginarias da coluna onde ocorrem equilibrios separados por analito, ou seja, baseia-se no
fato da separacdo ocorrer sob a forma de equilibrios consecutivos e independentes entre o
analito e a fase estaciondria ao longo da coluna, como se esta estivesse fisicamente
dividida por sec¢des P, Os fatores que podem afetar o valor de N e, consequentemente, H
sdo o tamanho das particulas da fase estaciondria na coluna, o fluxo da fase movel, a
temperatura a que a coluna se encontra, a viscosidade da fase movel e o peso molecular do
composto em andlise. Quanto menor o nimero de pratos tedricos, mais largo serd o pico
observado, ou seja, maior serd a distribuicao dos analitos na coluna e, por essa razao, uma

. ~ . 1,15, 1
resposta menos eficiente na separagdo, como mostra a Figura 10 B! 1316,

\ N 1000

§&——— HN=100

J

Figura 10 - Influéncia do nimero de pratos tedricos na resposta da coluna cromatografica

B1]

2.2.2 Equipamento do HPLC

As principais caracteristicas que devem ser tidas em considerag@o na escolha de um
equipamento para HPLC sao:

Versatilidade: O equipamento deve resolver amostras de diferentes tipos, servir a distintas

técnicas cromatograficas e realizar o maximo de operagdes, tais como,

gradiente de fase movel, coleta das fragdes, reciclagem de fracdes, etc.,

necessarias as analises sofisticadas.

19



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

Rapidez: Para se conseguirem andlises rapidas, devem-se otimizar as condig¢des para
HPLC. Nomeadamente, escolher uma fase movel de baixa viscosidade, uma
bomba de alta pressdo e colunas com particulas de pequeno diametro, o que
proporciona uma grande area superficial, que promove o contacto entre fase

estacionaria e fase movel, ou seja, facilita a separagdo.

Reprodutibilidade e Estabilidade:. O equipamento deve ter controlo adequado sobre os
parametros de operacdo, como o caudal, a
temperatura, a pressdo e a composicdo da fase

movel.

Sensibilidade: Um bom equipamento, mesmo trabalhando com pequenas quantidades de

. . . . 17
amostra, deve gerar sinais de intensidade apreciavel ',

Na Figura 11 encontra-se representado um sistema tipico de HPLC, onde ¢ possivel
identificar os componentes instrumentais € os componentes quimicos. Os componentes
instrumentais sdo a bomba, o injetor, a coluna, o detetor e o sistema de processamento de

dados, enquanto os componentes quimicos sao as fases moveis e fase estacionaria.
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Figura 11 - Esquema representativo de uma montagem tipica para a realizagdo de analises de HPLC. %!

e Bomba de Alta Pressao
E um dispositivo relacionado com o tempo de reten¢io, com a reprodutibilidade e
com a sensibilidade do detetor. A bomba distribui a fase moével através do sistema,
normalmente a uma velocidade de fluxo de 1 mL/minuto, de forma controlada, exata e
precisa. As bombas sdo construidas com materiais resistentes aos solventes organicos e as
solugdes aquosas utilizadas como eluente. A eluigdo pode ser feita mantendo sempre o mesmo
eluente (elui¢do isocratica), ou variando a composi¢ao do eluente com o tempo (eluigdo gradiente)

[10, 31, 17, 18]

e Sistema de Injecio da Amostra

O injetor permite injetar a amostra na fase moével, para posteriormente ser
introduzida na coluna. A injegdo ¢ efetuada com injetores de valvula. A amostra € injetada na
valvula, Figura 12-a), quando esta se encontra na posicdo “LOAD”. Utilizando uma
microseringa, introduz-se a amostra num orificio da valvula, que conduz a amostra para
um microcanal externo de volume fixo, designado Loop, que se encontra a pressiao
atmosférica. Entretanto o eluente flui diretamente da bomba para a coluna a alta pressao.
Quando a valvula ¢é rodada para a posicao “INJECT” (Figura 12-b), o Loop passa a fazer
parte do circuito através do qual flui o eluente e a amostra ¢ arrastada para o interior da

1 1,17, 1
coluna 193117181
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Figura 12 — Esquema exemplificativo de um sistema de injecdo das amostras em HPLC. a) Valvula na posicio

“LOAD”. b) Valvula na posi¢ao “INJECT” [32]

e Colunas
E na coluna que se encontra a fase estacionaria, sendo responsavel pela separagio
dos compostos. Em geral, ttm 10-25 cm de comprimento e 2,1-4,6 mm de didmetro
interno. As colunas sdo construidas com ago inoxidavel na parede exterior, para que
possam suportar as elevadas pressdes verificadas em HPLC, e sdo revestidas internamente

com vidro, para evitar possiveis reacdes que possam ocorrer entre o metal e os solventes
[10,31, 17, 18]

Figura 13 - Aspeto exterior das colunas analiticas de HPLC 36l
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e Detetor

O detetor controla a sensibilidade com que cada composto pode ser detetado e
medido, depois de separados na coluna. O detetor deve ser capaz de responder as
mudancas de concentracdo em todos os compostos de interesse, com sensibilidade
suficiente para medir o composto de menor concentragdo. A selecdo do detetor mais
apropriado para a andlise depende do tipo e da concentracdo do soluto, da sensibilidade, da
compatibilidade do detetor com o eluente e, ainda, do modo de eluicdo a utilizar. Existem
seis tipos principais de detetores utilizados em HPLC: Detetores de indice de refragdo (IR);
Detetores de ultravioleta (UV); Detetores de fluorescéncia (FL), Detetores eletroquimicos

(ED), Detetores de condutividade (CD) e Detetores de espetrometria de massa (MS) [10. 31,

17,18]

e Fase Movel
A fase movel ¢ um liquido que estéd a ser continuamente bombeado para a coluna e
que atua, ndo s6 como transportador da amostra, mas desempenha, igualmente, um papel
importante no grau de separacio que é possivel atingir com uma determinada coluna. E a
interacdo quimica entre a fase movel e amostra com o enchimento da coluna que determina
o grau de migragdo e separacdo dos componentes contidos na amostra. Assim, o tipo € a
composi¢do da fase movel influenciam o grau de separagdo das espécies quimicas numa

dada coluna [1%-31:17- 18]

e Fase Estacionaria

A fase estaciondria ¢ constituida por particulas porosas esféricas. Quando a fase
estaciondria ¢ mais polar que a fase movel, a cromatografia liquida ¢ denominada de
cromatografia de fase normal. Na situa¢do inversa, ou seja, quando a fase estacionaria
apresenta menor polaridade que o solvente, a cromatografia recebe a denominacdo de
cromatografia de fase reversa. Os adsorventes mais utilizados na cromatografia de fase
normal sdo a silica e a alumina, enquanto que para a fase reversa sdo empregues
substancias polares quimicamente ligadas, tendo como grupos funcionais cadeias com

L . . . . . 10,31,17, 18
terminagdes do tipo ciano, diol, fenil , amino ou apolares (10, 31,17, 18]
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2.3 Validacao do método

O processo de validagdo de um método tem como objetivo comprovar que os resultados
obtidos através desse método tém qualidade adequada aos fins a que se destinam. Este
processo pretende uniformizar os critérios utilizados de modo a demonstrar que um método
de ensaio, nas condi¢cdes em que ¢ exercido, tem as caracteristicas necessarias para a

obtencio de resultados com a qualidade exigida '),

Segundo a ISO/IEC17025 2005, para a garantia da qualidade analitica dos
resultados, todos os equipamentos utilizados na validagdo devem estar devidamente
calibrados e os analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados. O método
analitico devera ser reavaliado sempre que houver mudangas no mesmo, devendo-se,

. . 2
porem, considerar a natureza das mesmas [ O].

Em Portugal, para efetuar a validacdo de um método de ensaio, as orientacdes sao
indicadas no guia OGCO001 do IPAC, o qual indica que pode ser necessario, € conveniente,
realizar alguns, ou todos, os estudos abaixo indicados, ou seja pode-se realizar a avaliagdo

indireta, a avaliagdo direta ou ambas.

A avaliacdo indireta envolve: O estudo dos principios (fundamentos) tedricos do
método, para evidenciar a base cientifica do meétodo; Os estudos de otimizacdo das
condi¢des operatorias e/ou robustez do método, para permitir uma otimizacdo e
harmoniza¢do da sua execugdo; O estudo dos pardmetros caracteristicos do método (por
exemplo: campo de aplicacdo, exatiddo, repetibilidade, precisdo intermédia,
reprodutibilidade, limites de dete¢do e quantificacdo, incerteza, etc.), para conhecer a

qualidade dos seus resultados .

A validagao direta é efetuada por determinagdo da exatiddo e da tendéncia, por
comparagdo com referéncias aceites, como sejam, a compara¢do com métodos
normalizados ou de referéncia; a comparagdo com padrdes ou materiais de referéncia

. - . .. 121
certificados e as comparagdes interlaboratoriais '/,

24



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

Seletividade

A seletividade avalia a capacidade de um método analitico medir a substancia a
analisar na presenca de componentes como impurezas, produtos de degradagdo, ou outros
compostos que possam estar presentes na matriz da amostra. Uma forma de avaliar a

seletividade num método analitico de HPLC ¢ comparar uma amostra isenta da

substancia a analisar, como por exemplo uma amostra em branco, com uma amostra onde a
substancia a analisar foi adicionada. Com este estudo pretende-se verificar se nenhum
interferente tem eluicdo no tempo de retencao da substancia de interesse, que devera estar

bem separada dos restantes compostos da amostra 12224,

Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de um método analitico de produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito, numa dada gama de
concentragdes. A gama linear de um método ¢ definida como o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinagdo com precisao, exatidao e linearidade exigidas, sob as condigdes especificadas

- [15,22,23,24
para o ensaio [15, 22,23, ].

A linearidade ¢ expressa através da correlagdo entre o sinal medido (4rea ou altura
do pico cromatografico) e a massa, ou concentracao, da substincia a ser quantificada. Essa
correlacdo pode ser expressa matematicamente como uma relacdo linear e ¢ denominada
curva analitica. A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica, a partir de um
conjunto de medi¢des experimentais, pode ser efetuada através de uma regressao linear. A

iti 3 x 15,22,23,24
curva analitica pode, entdo, ser expressa pela equagio 7 ['> >4,

y=aX+ b (eq.7)
Onde,

y - € aresposta medida (altura ou éarea do pico)

X - ¢ a concentragdo do analito

25



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

a - ¢ o coeficiente angular (inclinag¢do da curva)

b - ¢ o coeficiente linear (intersec¢do da curva com o €ixo y)

E importante analisar o valor do coeficiente de correlagdo, r, da regressdo linear.
Este parametro permite avaliar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo for
do valor 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressao estimados. Um coeficiente de correlagdo superior a 0,999
significa que o conjunto de dados ¢ bem representado pela equagdo obtida por regressao
linear. A sensibilidade, que ¢ um parametro que traduz a variagdo da resposta em fungao de
uma variagdo na concentracdo da substancia a analisar, pode ser expressa pelo declive da
curva analitica, que depende da natureza da substancia a analisar e da técnica de detecao
utilizada. Do estudo da linearidade define-se o intervalo dinamico do método, que
corresponde ao intervalo de concentracdes das solucdes padrao de calibracdo onde o sinal
mostra dependéncia linear, estando, também, dependente dos limites de dete¢do e
quantificagdo, bem como, dos niveis de concentracdo da substdncia a analisar nas
amostras. O limite superior do intervalo dinamico, em geral, ¢ o limite da linearidade, que
depende do sistema de resposta do equipamento de medi¢do, mas que pode ser, também,

definido em funcdo dos niveis de concentracdo da substancia a analisar nas amostras "> 2

23,24]

As curvas analiticas podem ser construidas utilizando-se os seguintes métodos:

(A) Padronizacdo Externa: compara a area da substancia a ser quantificada na

amostra com as areas obtidas com solucdes de concentragoes conhecidas,

preparadas a partir de um padrao;

(B) Padronizacdo Interna: consiste na preparagdo de solugdes padrio de

concentragdes conhecidas da substincia de interesse, as quais se adiciona a

mesma quantidade conhecida de um composto designado por padrio interno;
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(C) Adicdo Padrdo: ¢ realizada adicionando-se quantidades conhecidas da

substancia de interesse a quantidades conhecidas da amostra, antes da sua

preparacio [15,23, 24, 25]

Precisdo

A precisdo avalia a dispersdo de resultados de uma série de medigdes repetidas a uma
mesma amostra, a amostras semelhantes ou a uma solu¢ao padrao, em condi¢des definidas.
E normalmente avaliada usando o desvio padrio relativo, que ndo ¢ mais do que o
coeficiente de variacdo (CV%) em circunstancias especificas de medi¢do, como a

repetibilidade, a precisdo intermédia e a reprodutibilidade !> 2% 4 226,

cv (o) = (2)x 100 (eq.8)

onde,

s € o desvio padrao absoluto e X ¢ a média aritmética das medigdes.

N
I(x;-£)?
e e (eq.9)

Segundo a IPAC o limite de CV% admitido depende da gama de concentragdo dos
analitos, sendo admitidos resultados entre 1 a 30 %. Sao considerados CV% até 30% para
concentragdes vestigiais e de 1% para concentragdes muito elevadas. Em auditorias de
requisitos técnicos do IPAC, e para a metodologia em causa, considera-se aceitavel CV%

da ordem dos 10 % 132324251,

A precisdo, em validagdo de métodos, ¢ estudada em trés niveis diferentes:

repetibilidade; precisdo intermédia e reprodutibilidade
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i) Repetibilidade.

A repetibilidade avalia a dispersdo dos resultados de medig¢des sucessivas usando o
mesmo método, sob as mesmas condi¢cdes de medicdo, ou seja, usando o mesmo
procedimento, com o mesmo técnico e equipamento analitico ¢ usando as mesmas
condi¢des experimentais do mesmo laboratdrio. As repeticdes devem ser realizadas num

curto intervalo de tempo, ou seja as injecdes devem ser feitas todas no mesmo dia.

ii) Precisdo intermédia.

A precisdo intermédia ¢ reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados num laboratorio. Avalia o efeito das varia¢des dentro do laboratorio associadas
a medigdes em diferentes dias, ou com diferentes analistas, ou com diferentes
equipamentos, ou uma combinagdo destes fatores. A precisdo intermédia ¢ também
avaliada através do valor do coeficiente de variacdo (CV%) dos resultados das analises

: . - : 15,22,23,24,25
repetidas nas condigdes acima referidas !'* 2% #2425,

iii) Reprodutibilidade.

A reprodutibilidade mede a precisdo entre laboratorios, como nos estudos de
colaboragdo entre laboratorios, e deve ser considerada em situagdes como a padronizagdo
de procedimentos analiticos. Para validar esta caracteristica experimental, estudos
semelhantes devem ser efetuados em laboratorios diferentes, usando o mesmo lote da
amostra homogénea e o mesmo desenho experimental, para a validagdo do mesmo método
analitico. Este estudo corresponde ao grau de concordancia entre os resultados das
medi¢cdes de uma mesma amostra, efetuadas sob diferentes condi¢cdes (por exemplo,

. , . o . 15,22,23,24,25
diferentes técnicos, laboratorios, equipamentos, etc.) 1> 2% 2324 23],
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo apresenta-se a descricdo da preparacao das amostras, dos reagentes
utilizados, do equipamento, dos procedimentos e das condi¢des experimentais usadas no

método aplicado na determinagdo das catecolaminas e seus metabolitos na urina.

3.1 Equipamentos e Instrumentacio
Os equipamentos utilizados para auxiliar os trabalhos foram: agitador vortex

(Heidolph, modelo Reax 2000), centrifugadora (Jouan, modelo GR 4.12), um sistema de
filtracdo com bomba de vacuo, que foi utilizado para aspirar as amostras no processo de
preparagdo, um digestor (Lovibond, modelo ET 108). Foram também utilizadas
micropipetas de 100 — 500 pL, pipetas de 10 mL, pipetas pasteur, tubos de ensaio e fita de
medi¢do de pH.

As amostras foram analisadas num sistema de cromatografia (Figura 14.A)
constituido por HPLC “System Gold” da marca Beckman, equipado com um sistema de

bombas de modelo 126, ligado a um detetor eletroquimico (Figura 14.B).

Foram utilizadas colunas comerciais da marca Chromsystems e da ClinRep. Nestas
colunas a fase estaciondria ¢ constituida por silica-gel. Uma imagem da coluna analitica no

sistema pode ser observada na Figura 14.B.

A detecdo foi realizada por um detetor eletroquimico - cé€lula eletroquimica VT-03
Figural4.B). A célula ¢ formada por um elétrodo de carbono vitreo, utilizado como elétrodo de
trabalho, e um elétrodo de referéncia in-siru Ag/AgCl, designado por ISAAC, imerso numa
solucdo de KCI saturada, contendo cristais de KCl e, ainda, um elétrodo auxiliar de ago

inoxidavel.

Para a inje¢do das amostras foi utilizada uma micro seringa de injecao de 50 pL. Os

dados foram recolhidos, registados e tratados através do software 32 Karat versao 7.0.
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Figura 14 - (A) Equipamento de HPLC. (B) Imagem do interior do detetor eletroquimico: (1) Coluna analitica, (2)

Célula eletroquimica.

As solugdes, reagentes e fases moveis, para HPLC, necessarias para analisar as
catecolaminas e seus metabolitos, foram fornecidas pela empresa Recipe.

- Solugao Padrao;

- Solugao de Calibragao;

- Solugao de Controlo para fins de qualidade;

- Solucao de lavagens W

- Solugao A de Amonia,

- Solug¢do B Acido Bérico;

- Solugao D (diluigao);

- Fases Movelis;

- Colunas de preparagdo das amostras;

- Reagente E Eluigao;

- Reagente S (estabilizag2o);

- Padrao Interno (PI).

Solucdes preparadas no laboratorio
- Solugdo de KCl1 0,2M
- Solugao de NaOH 1IN

30



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

- Solugao de acido acético 0,2M

- Solugdo de KCl saturada

3.2 Método de extracao em fase sdlida (SPE)

A extracdo em fase solida consiste num processo de separacao através do qual os
compostos que se encontram dissolvidos, ou suspensos numa mistura liquida, sdo

separados de acordo com as suas propriedades quimicas e fisicas.

O procedimento da SPE inicia-se pelo condicionamento da coluna. Segue-se a
filtragdo da amostra liquida sob vacuo, através de uma coluna de extrag¢do, onde os analitos
sdo retidos pelo adsorvente. A etapa seguinte ¢ a lavagem da coluna de extracdo com o
mesmo solvente utilizado no seu condicionamento, a fim de remover impurezas. Por fim,

efetua-se a elui¢do dos analitos com um solvente, ou uma mistura de solventes adequados,

como ilustra a Figura 15 272,
—_— = = ¥ | e—
=
Pasza 1: Passs 2: Pasze 3:

o Malm
<) Impureza
] Analitos
O Solvente A
¢  Solvente B
i € SolventeC
Passe 4:
Ehncan dos analitos

Figura 15 - Etapas do processo de extragdo em fase solida *°!
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3.3 Procedimento experimental para a determinacio do VMA, HVA e 5-
HIAA

a) Preparacio de Solucoes/Amostra

Solucdo Padrdo

A solucdo padrao para determinar o VMA, o HVA e o 4cido 5-hidroxi-indol-
acético (5-HIAA) ¢ reconstruida adicionando ao frasco 1.0 mL da solucao de HCl a 0,2 M.
Agita-se suavemente, até dissolver todo o material. Esta solugdo tem como objetivo
verificar se o equipamento estd nas devidas condig¢des, ou seja, se a coluna deteta os

componentes e se estes sao separados nos tempos certos.

Padrao de Calibracdo

A solu¢do padrao, para fins de calibragado, ¢ reconstruida adicionando ao frasco 5.0
mL da solucdo de HCI a 0,2 M. Agita-se suavemente o frasco, até o material estar todo
dissolvido. Depois desta primeira preparagdo, e antes de ser injetada no HPLC, a solugdo
tem de sofrer o mesmo tratamento a que a amostra ¢ sujeita. Este tratamento ¢ descrito

mais a frente neste trabalho.

Padrdo de Controlo para efeitos de qualidade

A solucdo do padrao de controlo de qualidade reconstroi-se adicionando ao frasco
8,0 mL da solugdo de HCI a 0,2 M e agitando durante 15 min, até o material estar todo
dissolvido. Esta solugdao também deve sofrer o mesmo tratamento que a amostra e sé

depois ser injetada no HPLC.

Preparacdo das amostras (calibrador, controlo e amostra da urina a analisar)

Em 4 tubos de ensaio sdo colocados 50 pL de urina (previamente centrifugada), 50 uL de
padrdo de calibrador, e 50 uL de padrao de controlo de qualidade. A cada tubo adiciona-se
1 mL de padrdo interno. Depois de agitar suavemente as amostras, estas sdo colocadas nas
colunas especificas para a preparacao das amostras. As amostras sdo, entdo, filtradas e o
filtrado obtido ¢ desprezado. De seguida procede-se a lavagem das amostras, adicionando
ImL de solugdo A de amoénia, em cada coluna. Filtra-se e volta-se a desprezar o filtrado.

No segundo passo da lavagem, enche-se as colunas na totalidade com a solucdo B 4cido
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borico, filtra-se e despreza-se o filtrado. Repete-se esta operagdo. Para finalizar a
preparacdo das amostras, adiciona-se 2 mL de reagente E (reagente de eluicdo), filtra-se e
recolhe-se o filtrado, para ser analisado no HPLC. A Figura 16 apresenta

esquematicamente a sequéncia de operagdes relativas a preparagdao das amostras.

50 pL urina, calibrador e 1 mL de Padrao Interno
controlo
Agitar suavemente ﬂ

Colocar as amostras na coluna

Filtrar e desprezar o ﬂ Filtrado

1 mL da solu¢ido A (Amoénia) em cada coluna

Filtrar e desprezar o ﬂ Filtrado

Completar cada coluna com a solugao B (acido
borico). Repetir 2 vezes
Filtrar e desprezar o ﬂ Filtrado

2 mL do reagente E, em cada coluna

Filtrar e coletar o ﬂ filtrado

Injectar 20 pL.

Figura 16 - Fluxograma da preparacdo da amostra para a determinagdo de VMA, HVA e 5-HIAA.

b) Condicoes Cromatograficas para a determinacio de VMA, HVA e 5-HIAA

A eluicao € realizada em modo isocratico da fase movel, a um fluxo de 0,7 mL/min,
com um volume de inje¢do de 20 puL. Na célula do detetor, ¢ fixado um valor de potencial
de 800 mV (0,8 V). A temperatura da coluna devera ser mantida a 30°C. As condi¢des do

sistema encontram-se resumidas na Tabela 2.

A primeira amostra a ser injetada ¢ a solugdo padrdo. Este processo deve ser

repetido até obter dois cromatogramas iguais, ou muito semelhantes, ao cromatograma que
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vem como referéncia. A segunda amostra a injetar ¢ a solucdo de calibragdo. Esta ¢ a
solugdo responsavel pela obtencdo das curvas de calibragdo. Deve ser injetada varias vezes,
até obter cromatogramas semelhantes, garantindo, assim, um bom resultado final. Por fim,
efetua-se a injecdo das outras amostras, repetindo sempre os ensaios. Esta sequéncia ¢
realizada para as andlises de todas as espécies quimicas (VMA, HVA, 5-HIAA,

Catecolaminas e Metanefrinas).

Tabela 2 - Condi¢des do HLPC para a analise do VMA, HVA e 5-HIAA.

Volume injecio 20 uL
Injetor Fluxo 0,7 mL/min
Intervalo de injecio 20 min
Pressao da coluna 220 bar
Temperatura da coluna 30°C
Coluna Pressao das bombas 1560 kpsi
Tipo de detetor Eletroquimico
Veell 800 mV
Detetor Vicell +35nA
Filtro Ss
Range 0,02 *100 nA/V

3.4 Procedimento experimental para a determinacio das Catecolaminas

a) Preparacio de Solucdes/Amostra,

Solucdo Padrdo

Trata-se de uma solucao comercial e est4 pronta a ser injetada.

Padrdo de Calibracdo

A solucao padrdo para fins de calibragdo prepara-se adicionando ao frasco 8,0 mL
da solucdo de HCI a 0,2 M. Agita-se suavemente o frasco até o material estar todo
dissolvido. Depois desta primeira preparagdo, e antes de ser injetada no HPLC, a
solugdo deve sofrer o mesmo tratamento que a amostra, descrito mais a frente neste

trabalho.
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Solucdo de Controlo para efeitos de qualidade

A solugdo de controlo ¢ preparada adicionando ao frasco 8,0 ml da solu¢ao de HCI
a 0,2 M e agitando durante 15 minutos. Estas solu¢des sofrem, o mesmo tratamento que a

amostra e s6 depois sdo injetadas no HPLC.

Preparacdo das amostras (calibrador, controlo e amostra da urina a analisar)

Em 3 tubos de ensaio sdo colocados 3 mL de urina (previamente centrifugada e
acidificada com HCL), calibrador e o padrao de controlo. A cada tubo adiciona-se 30 pL
de padrdo interno. Agita-se suavemente e verifica-se a cor das amostras. Se se verificar que
a cor ¢ laranja, deve adicionar-se umas gotas de NaOH até passar a amarela. Coloca-se as
amostras nas colunas e filtram-se, sendo o filtrado obtido desprezado. Enchem-se as
colunas até ao topo com a solu¢do de dgua de HPLC, filtra-se e despreza-se o filtrado.
Adiciona-se a cada coluna 6 mL de Eluting Reagent E, filtra-se e recolhe-se o filtrado. Por
fim, agita-se por breves instantes, num agitador de vortice, a fim de homogeneizar a

amostra. A Figura 17 apresenta a sequéncia de operacdes relativa a preparagdo das

amostras, utilizando filtros adequado a realizagdo de extracdes em fase sélida.
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3 mL urina, 5 mL reagente S 30 pL de Padrao
calibrador e controlo Interno
Acertar o pH com NaOH IM, até a solucdo ficar amarela

Colocar as amostras nas colunas

Filtrar e desprezar o ﬂ

Filtrado

Encher as colunas com HPLC water

Filtrar e desprezar o

Filtrado

Colocar 6 mL de reagente E
Filtrar e coletar o
Filtrado ﬂ

Injectar 20 pLL

Figura 17 - Fluxograma da preparagdo da amostra para a determinacgdo das catecolaminas

b) Condicao Cromatograficas para a determinacio de Catecolaminas

A elui¢do ¢, igualmente, em modo isocratico da fase mdvel, a um fluxo de 0,7
mL/min, com um volume de inje¢dao de 20 puL. A célula ¢ fixada com um valor de potencial
de 500 mV. e a temperatura da coluna mantida a 30°C. As condigdes do sistema

encontram-se resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Condigdes do HLPC para a analise das Catecolaminas.

Volume injecio 20 uL
Injetor Fluxo 0,7 mL/min
Intervalo de injecio 14 min
Pressdo da Coluna 200 bar
Temperatura da coluna | 30 °C
Coluna Pressio das bombas 1200 Kspi
Tipo de detetor Eletroquimico
Veell 500 mV
Detetor Filtro 58
Range 0,5nA/V

3.5 Procedimento experimental para a determinacio das Metanefrinas

a) Preparacio de Solucdes/Amostra,

Solucao Padrdo

Trata-se de uma solucdo comercial e esta. A solugdo vem pronta a ser injetada.

Padrdo de Calibracdo

A solugdo padrio para fins de calibrac¢do ¢ reconstituida adicionando ao frasco 8,0
mL da solugdo de HCI a 0,2 M. Agitar suavemente o frasco até o material estar todo
dissolvido. Depois desta primeira preparagdo, e antes de ser injetada no HPLC, a solugdo
sofre 0 mesmo tipo de extracdo que a amostra. Este procedimento encontra-se descrito

mais a frente neste trabalho.

Solucao de Controlo para efeitos de qualidade

A solugdo de controlo ¢ reconstituida adicionando ao frasco 8,0 ml da solugdo de
HCl a 0,2 M, agitando durante 15 min. Esta solu¢cdo também tem o mesmo tratamento que

a amostra e so depois ¢ injetada no HPLC.

Preparacdo das amostras (calibrador, controlo e amostra da urina a analisar)

Prepara-se 3 tubos de ensaio com Iml de calibrador, 1ml de padrdo de controlo,
Iml de urina (previamente centrifugada e acidificada com HCI) e adiciona-se 20ul de

padrdo interno em cada tudo. Agita-se e verifica-se o valor de pH. O valor de pH deve
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estar na gama de 0,5 a 1. De seguida, incuba-se a amostra a uma temperatura
compreendida entre 90 a 100 °C, durante 30 min. Apos a hidrolise, deixa-se arrefecer até a
temperatura ambiente. Adiciona-se 4 ml da solugdao Diluting Solution D, que contém um
indicador colorométrico, em cada tudo, e verifica-se se ocorre a alteragdo da cor da
amostra para amarela. Caso ndo se obtenha a cor pretendida, adiciona-se gota a gota uma
solucdo de NaOH 1M até que a amostra fique de cor amarela. O pH terd de ser superior a
6.

Depois de acertar o pH, comeca-se o processo de extragdo. Depositam-se as
amostras na coluna de preparacao, e, através de um sistema de vacuo, separa-se o filtrado,
que ¢ rejeitado. Enchem-se as colunas com agua destilada e aplica-se, novamente, vacuo,
adiciona-se 4 mL de Solu¢do Washing em cada coluna, aplica-se vacuo e despreza-se o
filtrado. Volta-se a colocar agua destilada até encher as colunas, a aplicar vacuo e a
desprezar-se o filtrado. Por fim, coloca-se um tubo de ensaio com 1 mL de reagente
Stabilising (reagente S) na parte inferior de cada coluna, para recolher o filtrado. Pipita-se
5 mL de reagente Eluting (Reagente E) para o interior de cada coluna e aspira-se para os
tubos de ensaio. Injeta-se no aparelho de HPLC 20 pL de cada amostra. A Figura 18
apresenta a sequéncia de operagdes relativa a preparagdo das amostras, utilizando filtros

adequado a realizagao de extrac¢des em fase solida.
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1 mL urina, calibrador e  20pL de Padrao Interno

controlo

Agitar suavemente e ﬁ verificar o pH (deve ser
pH =0,5-1,0). Se
com HCI. Depois incubar 30 min a 90-100°C

necessario ajustar o pH

1) Adicionar 4ml da solucdo D, ao tubo de ensaio
que deve estar a temperatura ambiente.

2) Se as amostras nio tiverem uma cor amarela,
adicionar NaOH 1M, até ober a cor amarela.

U

Colocar as amostras nas colunas
Filtrar e desprezar o
Filtrado ﬁ
Lavar as amostras com as seguintes solucoes:
1. Encher a coluna com HPLC water

2.4 mL da solucao W
3. Voltar a encher a coluna com HPLC water

Filtrar e desprezar o ﬁ
Filtrado

Adicionar 5 mL de reagente E

Filtrar para um tubo com ImL do reagente S.
Agitar num vortex @

Injectar 20 pL.

Figura 18 - Fluxograma da preparacdo da amostra para determinacdo das metanefrinas.

b) Condicoes Cromatograficas param a determinacio de Metanefrinas

A eluicao € realizada em modo isocratico da fase movel, a um fluxo de 1,8 mL/min,
com um volume de injecdo de 20 puL. A célula é fixada com um valor de potencial de 650
mV (0,65 V). A temperatura da coluna ¢ mantida a 30 °C. As condi¢des do sistema

encontram-se resumidas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condigdes do HLPC para a analise das Metanefrinas.

Volume injec¢io 20 pL
Injetor Fluxo 1,8 mL/min
Intervalo de injecio 20,5 min
Pressio da coluna 200 bar
Temperatura da coluna | 30 °C
Coluna Pressio das bombas 2170 Kspi
Tipo de detetor Eletroquimico
Veell 650 mV
Detetor | Filtro 5s
Range 0,5 nA/V

3.6 Controlo Externo - RIQAS

O RIQAS (Sistema de Avaliacao da Qualidade Randox Internacional) foi criado em
1990 e, desde entdo, tornou-se num dos maiores métodos de avaliagdo externo, em termos
de qualidade, e serve a mais de 150 paises em todo o mundo. O seu principal objetivo ¢

ajudar os laboratdrios a satisfazer as suas exigéncias no 4mbito da qualidade !

A preparagdo do controlo ¢ efetuada hidratando o frasco do controlo externo com
10 mL de agua destilada, esperar 30 min, e, por fim, colocar no interior do frasco 3 gotas
da solucdo de acido cloridrico que ¢ fornecida conjuntamente com o controlo externo.

Seguidamente, ¢ preparado de acordo com método analitico e, por fim, injetado no

equipamento.
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4. Apresentacio e Discussao dos Resultados

4.1 Analise e determinacao de VMA, HVA e 5-HIAA na urina.

Para determinar a concentracdo dos compostos fui necessario construir as curvas de
calibragdo. Estas curvas foram construidas utilizando o método do padrao interno (PI), que
consiste na preparacao do padrao de calibracdo da substancia a analisar com concentracao
conhecida (ver Tabela 5), a qual se adiciona um composto, denominado padrao interno, de
concentragdo constante. Apos andlise do padrdo, construiram-se as curvas de calibracao,
relacionando a razdo das areas (4rea da substancia/ area do padrdo interno) em func¢do da
razao da concentracdo da substancia (concentragdo da substancia/concentragao do PI). O
padrao interno deve ser um composto similar a substancia a ser quantificada, ndo devendo
reagir com ela, nem fazer parte da amostra e deverd ter um tempo de retencdo tal que

permita, na aplicacdo de HPLC, ser separado com boa resolucao.

Sendo assim, injetou-se o padrdo de calibracdo no HPLC, de concentracdo tunica.
Depois de obter o cromatograma, procedeu-se a integracdo das 4reas dos picos e
obtiveram-se as 3 curvas de calibragdo, que estdo representadas na Figura 19. Estas curvas
de calibragdo sdo, obviamente, lineares, com um coeficiente de correlagdo igual a 1, uma
vez que se dispoe apenas de dois pontos para efetuar a sua construcao, a origem (0,0) e

outro ponto que ¢ fungdo da concentragdao de cada componente na solug¢ao padrao.

41



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

Tabela 5 - Composi¢des e resultados da analise da solugdo padrdo para a determinag@o das curvas de calibra¢ao de

VMA, HVA e 5-HIAA.

Concentracdo Concentracio Areas Areas Relativas
(mg/L) Relativa
VMA 10.9 10.9 46071899 0,767
HVA 10.6 10.6 69123556 1,151
5- HIAA 18.1 18.1 323142899 5,38
PI 1 1 60041193 1
20 -
y=3,3643x
18 7 R2= 1
@ 16 ~
£ 14 - y=14,211x
R R*=1
e 10 & VMA
& y =9,2094x + 1E-15
E 8 RZ= 1 EHVA
]
e © A5-HIAA
=]
!
2
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
AreasRelativas

Figura 19 - Curvas de Calibragdo dos compostos VMA, HVA e 5-HIAA.

Depois de determinar as trés curvas de calibracdo, injetaram-se amostras de urina
de concentracdo desconhecida no HPLC, tendo-se procedido a varias analises segundo o
método anteriormente descrito. Na Figura 20 ¢ apresentado um dos cromatogramas
obtidos, onde sdo perfeitamente identificaveis os picos relativos aos trés compostos a em

analise.
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Figura 20 - Cromatograma obtido apds a inje¢do de 20 pL de amostra de urina. Picos: 1 — VMA (acido

vanilmandélico), 2 — Padrdo Interno, 3 — HVA, 4 — 5S-HIAA.

As razdes das areas obtidas no cromatograma (area amostra/area PI) da Figura 20

sdo substituidas nas respetivas curvas de calibracdo, obtendo-se as concentracdes dos

correspondentes compostos na amostra. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados e resultados da determinacdo das concentragdes dos compostos VMA, HVA e 5-HIAA na

amostra do cromatograma da Figura 20.

Areas Areas Relativas Concentracio
mg/L
VMA 14446403 0.152 2.165
HVA 28585435 0.301 2,777
5- HIAA 55065857 0.581 1.954
PI 94786363 1 1

Para obter a concentragcdo final, estes valores sdo multiplicados pelo volume de

urina recolhida durante as 24 horas e, depois, comparados com valores de referéncia

apresentados no Anexo L.

Ao realizar estas analises constatou-se ser possivel estabelecer as condigdes

necessarias a uma facil constru¢do das curvas de calibragdo e, ainda, a uma facil
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identificacdo dos picos e, logo, ao estabelecimento de um método de andlise pratico e
aparentemente eficaz na determinacdo de VMA, HVA e 5-HIAA. No entanto, ¢ importante

quantificar a performance cromatografica do sistema na realizagao destas analises.

Partindo dos resultados expressos no cromatograma da Figura 20, obtido nas
condi¢des cromatograficas estabelecidas, que correspondem a um fluxo de 0,7 mL/min e
20 pL de volume de injecdo da amostra, e, verifica-se que 0s picos apresentam uma
resolucao acima de 1,5 (ver Tabela 7), que ¢ um valor indicativo de uma boa resolucao da

coluna [1% 13- 16]

Tabela 7 - Capacidade de resolugdo da coluna cromatografica para o método utilizado na determinagao da

concentragdo de VMA, HVA e 5-HIAA.

VMA PI HVA 5-HIAA
t, 4,26 6,002 10,282 17,106
Largura (W) 0,55 0,6 0,75 1
Resolucao . 2,98 6,34 7,80

Para realizar o estudo de performance, ¢ importante, também, determinar o nimero
de pratos teodricos (N) e a altura de pratos tedricos (H). Utilizando os valores do

cromatograma da amostra em estudo obtiveram-se os valores apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores dos pardmetros calculados no estudo de performance cromatografica para determinar VMA,

retirar

HVA e 5-HIAA.
t; K a W N H
(cm) (cm)
VMA 4,29 3,29 1,52 0,55 973 0,0144
PI 6,00 5,00 1,86 0,6 1602 | 0,0087
HVA 10,282 | 9,28 1,73 0,75 3008 | 0,0047
5-HIAA 17,106 | 16,106 _ 1 4682 | 0,0029

Tempo morto = 3,85

Comprimento da Coluna = 14 cm

Como referido anteriormente, o valor de N (numero de pratos teoéricos), permite

conclusdes a cerca da eficiéncia da separacdo. Sendo assim, e de acordo com os
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valores calculados referentes ao VMA, HVA e 5-HIAA, em que se observa uma maior
largura de pico para o VMA, constata-se, em concordancia, que o VMA apresenta o menor
valor de N, o que significa que o sistema apresenta uma menor eficiéncia na sua separagao
do que na separagdo dos outros componentes. E de registar que ao longo de todas as
analises efetuadas, este foi sempre o pico com maior dificuldade de detecdo, apesar do

valor concreto de N variar de amostra para amostra.

As mesmas conclusdes podem ser retiradas no caso de se analisar, ndo o valor do
N, mas o valor da altura de um prato (H). Na verdade, a relacdo entre estes dois pardmetros
¢ inversamente proporcional (equacdo 6), sendo a constante de proporcionalidade o
comprimento da coluna. Desta forma, ¢ expectavel que o maior valor de H ocorra para o
VMA. Quanto aos valores de k, estes estdo compreendidos entre 3 e 16, que sdao valores

[12, 15, 16]

considerados aceitaveis e reveladores de uma boa capacidade de retencdo dos

analitos pela coluna.

4.1.1 Validacao de parametros analiticos

4.1.1.1 Estudo da Seletividade

Para efetuar o estudo sobre a seletividade, compararam-se os cromatogramas de
uma amostra em branco (contento apenas o padrdo interno e sem urina), com uma amostra
do padrao de controlo de qualidade. Para tal, procede-se a sobreposi¢cdo dos dois
cromatogramas, como apresentado na Figura 21, analisando a perfeicdo na separacao da
amostra ¢ a auséncia de interferéncias com compostos que possam existir na amostra em

branco.
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Figura 21 - Sobreposi¢do do cromatograma do ensaio em branco com o cromatograma do padrao de controlo de

qualidade na analise de VMA, HVA e 5-HIAA.

Pela andlise dos cromatogramas obtidos, verificou-se a auséncia dos picos
interferentes com tempos de reten¢do idénticos aos do padrdo de controlo. Deste modo, ¢
possivel concluir que esta metodologia de HPLC, com detetor eletroquimico, ¢ seletiva

para a dete¢ao de VMA, HVA e 5-HIAA na urina.

4.1.1.2 Estudo da Precisao

1) Repetibilidade Instrumental

A precisdo do método foi estudada ao nivel da repetibilidade instrumental e da
precisdo intermédia. Relativamente a avaliagdao da repetibilidade instrumental, procedeu-se
a realizagdo de cinco injecdes (n=5) da solucao padrao de controlo de qualidade no HPLC,
nas mesmas condi¢des cromatograficas, e ao longo do mesmo dia de estudo. A Figura 21

apresenta os cromatogramas obtidos com as 5 injecdes.
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Figura 22 — Cromatogramas relativos a avalia¢do da repetibilidade instrumental para o método de analise de VMA,

HVA e 5-HIAA.

Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integracdo das éareas dos picos
correspondentes a cada composto. Com base no valor médio da area de cada pico, e no
correspondente desvio padrao, determinaram-se os coeficientes de variagdo (CV%)
apresentados na Tabela 9. Este pardmetro ¢ uma medida da repetibilidade instrumental,
sendo considerado aceitdvel um valor inferior a 10% [!%. Assim, dos valores de CV%
obtidos, que sdo todos muito inferiores a 10%, conclui-se existir uma excelente

repetibilidade instrumental.

Tabela 9 - Média, desvio padrio e coeficiente de variagdo (CV%) das areas dos picos de VMA, HVA e 5-HIAA

detetados nos cromatogramas do estudo da repetibilidade instrumental.

VMA HVA 5-HIAA
Média (n=5) 15128201 28103301 46388632
Desvio Padrao 342516,46 575842,86 651366,09
CV% 2,26 2,05 1,40
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2) Precisdo Intermédia

Neste estudo, procedeu-se a realizacao de 11 injecdes (n=11) da solugdo padrao de
controlo de qualidade, nas mesmas condi¢des cromatograficas, mas em dias diferentes.
Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integracdo das d4reas dos picos
correspondentes a cada um dos compostos. Com base no valor médio da area de cada pico,

e no correspondente desvio padrao, determinaram-se os CV% apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Média, desvio padrio e coeficiente de variacdo (CV%) das areas dos picos de VMA, HVA e 5-HIAA

detetados nos cromatogramas do estudo da precisdo intermédia.

VMA HVA 5-HIAA
Média (n=11)
15199867 30068540 43885408
Desvio Padrao
2852926 3763209 10937187
CV%
19% 13% 25%

Admite-se como aceitavel para CV%, no estudo da precisdo intermédia, um valor
até 30%, quando se analisam concentragdes tdo baixas, como as do caso em estudo [15],
Deste modo, pode-se concluir que os valores de CV%, para precisdo intermédia,
apresentados na Tabela 10, sd3o inequivocamente aceitaveis, uma vez que sdo bastante

inferiores a 30%.

4.2 Analise e determinacido de Catecolaminas na urina
O método para a determinagdo da concentracdo das catecolaminas e das curvas de

calibragdo, ¢ o mesmo ja descrito no subcapitulo 4.1, para a determinacdo de VMA, HVA
e 5-HIAA. Sendo assim, a partir dos dados retirados do cromatograma do padrdo de

calibracao (Tabela 11) obtiveram-se as 3 curvas de calibragdo apresentadas na Figura 21.
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Tabela 11 - Composigdes e resultados da analise da solug@o padrio para a determinagdo das curvas de calibracao

das catecolaminas (noradrenalina, adrenalina e dopamina).

Concentracio Concentracio Areas Areas Relativas
(ng/L) Relativa
noradrenalina 111 111 764493432 0,75
adrenalina 28.4 28.4 18029010 0,18
dopamina 240 240 183854041 1,82
PI 1 1 1012176954 1
300 -
250 - y=131,87x+3E-14
E R2=1
& 200 -
&
t% 150 - y = 158,57 # Naradrenalina
£ R?=1 M Adrenalina
@ 100 - :
c A Dopamina
S
50 -
y=157,78x
R2=1
0 T T T
0 0,5 1 1,5
Areasrelativas

Figura 23 - Curvas de calibragdo dos compostos noradrenalina, adrenalina ¢ dopamina

Apos estabelecidas as curvas de calibragdo, procedeu-se a inje¢do de diferentes

amostras de urina, devidamente preparadas para a determinacdo das catecolaminas. Na

Figura 22 apresenta-se um dos cromatogramas obtidos e, na Tabela 12, os valores das

concentragdes das catecolaminas, determinadas a partir dos dados retirados do

cromatograma e das curvas de calibragao.
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Figura 24 - Cromatograma obtido apoés a injecdo de 20 uL de amostra de urina. Picos: 1 — Noradrenalina, 2 —

Adrenalina, 3 — Padrao Interno, 4 — Dopamina.

Tabela 12 - Concentragdo das catecolaminas na amostra cujo cromatograma ¢ apresentado na Figura 22.

Areas Areas Relativas Concentracio
mg/L
noradrenalina 14388590 0,169 25.094
adrenalina 4032312 0,047 7.195
dopamina 55378912 0,650 86.241
PI 85240764 1 1

Para obter a concentracdo final, estes valores sdao multiplicados pelo volume total

de urina recolhida durante 24h e, posteriormente, comparados com os valores de

referéncia, apresentados no Anexo I.

Para quantificar a performance cromatografica foi determinado o fator de resolugao

para a amostra em estudo. Os valores da resolucdo encontram-se na Tabela 13. Tal como ja

foi referido anteriormente, uma boa resolugdo é a que apresenta valores superiores a 1,5.

Assim, pode-se concluir que a coluna apresenta uma boa capacidade resolugdo para todos

os compostos analisados.
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Tabela 13 - Capacidade de resolugdo da coluna na separagdo de catecolaminas.

noradrenalina adrenalina PI dopamina
t, 4,358 5,447 7,112 10,265
Largura (W) 0,5 0,7 0,65 1,2
Resolucao _ 1,8 2,47 341

Na Tabela 14 apresenta-se o valor obtido para o nimero de pratos tedricos (N) e a

altura de cada prato (H) para cada composto.

Tabela 14 - Valores de parametros quantificativos da performance cromatografica na determinacao de

catecolaminas.

t, W K a N H
(cm) (cm)
Noradrenalina | 4,358 0,5 3,36 1,32 1216 | 0,0123
Adrenalina 5,447 0,7 4.45 1,37 969 0,0155
PI 7,112 0,65 6,11 1,63 1916 | 0,0078
Dopamina 10,265 1,2 9,97 _ 1171 | 0,0128

to (tempo morto) = 2,997

Comprimento da coluna = 15 cm

Segundo os resultados obtidos, pode-se concluir que a adrenalina, ¢ o composto
para o qual a coluna apresenta menor performance na separagdo, uma vez que lhe
corresponde o menor valor de N (ou o maior valor de H). Apesar dos valores calculados
serem especificos para esta amostra, os valores relativos mantiveram-se constantes em
todas as amostras, comprovando que a noradrenalina ¢ o composto separado com maior
performance e a adrenalina com menor. Quanto aos valores de k, estes estdo

[12, 15, 16]

compreendidos entre 3 e 10, que sdo valores considerados ideais e reveladores de

uma boa capacidade de reten¢ao dos analitos pela coluna.
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4.2.1 Validacao de parametros analiticos

4.2.1.1 Estudo da Seletividade
Para o estudo da seletividade, compararam-se os cromatogramas de um ensaio em

branco e do padrao de controlo de qualidade (Figura 23).
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Figura 25 - Sobreposi¢do do cromatograma do ensaio em branco com o cromatograma do padrao de controlo de

qualidade na analise de catecolaminas.

Pela andlise dos cromatogramas da Figura 23verifica-se a auséncia de picos
interferentes, com tempos de retenc¢do idénticos aos do padrdo de controlo. Deste modo, ¢
possivel concluir que a metodologia, utilizada para a dete¢do de catecolaminas na urina ¢

seletiva.

4.2.1.2 Estudo da Precisao

1) Repetibilidade Instrumental
A precisdo do método foi estudada ao nivel da repetibilidade instrumental e da
precisdo intermédia, tal como para o método discutido no subcapitulo em 4.1. Procedeu-se

a realizagdo de seis injecdes (n=6) da solugdo padrao de controlo de qualidade nas mesmas
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condi¢des cromatograficas e ao longo do mesmo dia de estudo. A Figura 24 apresenta os

cromatogramas obtidos.

Firo - Inirc nbro . kiro . Inirc [
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Figura 26 - Avaliacdo da repetibilidade instrumental para a determinagéo das catecolaminas.

Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integragdo das areas dos picos
correspondentes a cada um dos compostos. Com base no valor médio da area de cada pico,

e no correspondente desvio padrio, determinaram-se os CV% apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Média, desvio padréo e coeficiente de variagdo (CV%) das areas dos picos das catecolaminas detetados

nos cromatogramas do estudo da repetibilidade instrumental.

noradrenalina adrenalina dopamina
Média (n=6) 47870249,33 14928185,67 175741795
Desvio Padrao 1122784 838883.3 4420597
CV% 2,35 5,62 2,52

Uma vez que todos os valores de CV% sdo inferiores a 10%, pode concluir-se,
também para este método, que a repetibilidade instrumental estd dentro de valores

aceitaveis.
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2) Precisdo Intermédia

Procedeu-se a realizagcdo de 12 inje¢des (n=12) da solugdo padrdo de controlo de
qualidade no HPLC nas mesmas condigdes cromatograficas, mas em dias diferentes.

Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integragdo das areas dos picos
correspondentes a cada um dos compostos. Com base no valor médio da area de cada pico,

e no correspondente desvio padrio, determinou-se o0 CV% apresentado na Tabela 16.

Tabela 16 - Média, desvio padrio e coeficiente de variagdo (CV%) das areas dos picos das catecolaminas detetados

nos cromatogramas do estudo da precisdo intermédia.

noradrenalina adrenalina dopamina
Média (n=12)
25399628,67 7745833,83 9434981,8
Desvio Padrao
6176459,01 1728193,1 23785734,8
CV (%)
24,3% 22,3% 25,2%

7o . 1 « e o~
Uma vez que CV% ¢é inferior a 30% ! pode afirmar-se existir uma boa precisdo

intermédia.

4.3 Analise de determinacido de metanefrinas na urina
O processo para determinar a concentracdo de metanefrinas e as curvas de

calibracao, foi o mesmo utilizado nos métodos abordados em 4.1 e 4.2. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 17 e na Figura 25.

Tabela 17 - Composigdes e resultados da analise da solug@o padrio para a determinagdo das curvas de calibragao

das metanefrinas (normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina).

Concentracio Concentracio Areas Areas
(ng/L) Relativa Relativas
normetanefrina 894 894 90531841 3.424
metanefrina 556 556 43791064 1.656
3-metoxitiramina 225 225 27982654 1.058
PI 1 1 26439204 1
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Figura 27 - Curvas de calibragdo dos compostos normetanefrina, metanefrina e 3-metoxitiramina

Na Figura 26 apresenta-se o cromatograma de uma das varias analises realizadas a

amostras de urina para quantificar as metanefrinas, segundo o método anteriormente

descrito.
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Figura 28 - Cromatograma obtido apo6s a injecdo de 20 pL de amostra de urina. Picos: 1 — Normetanefrina, 2 —

Metanefrina, 3 — Padrdo Interno, 4 — 3-Metoxitiramina.

A partir da integracao dos picos do cromatograma da Figura 26, e da leitura das curvas de

calibragdo, determinam-se as concentragdes apresentadas na Tabela 18.
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determinar a concentracdo final das metanefrinas, os valores apresentados na Tabela 18
tém de ser multiplicados pelo volume de urina recolhido durante 24 horas. Depois devem
ser comparados com os valores de referéncia apresentados no Anexo I, de forma a retirar

conclusoes sobre o estado clinico do paciente.

Tabela 19. Como estes sdo todos superiores a 1,5, pode-se concluir que a coluna, quando

aplicado o método definido, apresenta uma boa capacidade de resolucdo na separagdo das

Tabela 18 - Concentragdo das metanefrinas na amostra cujo cromatograma ¢ apresentado na Figura 26.

Areas Areas relativas  Concentracio
mg/L
normetanefrina 10876717 0,48 127.12
metanefrina 2423332 0,108 36.413
3-metoxitiramina 6211905 0,278 59.111
PI 22340723 1 1

metanefrinas.

Tal como anteriormente referido para os outros compostos analisados, para

Os valores do fator de resolucdo para a amostra em estudo sdo apresentados na

Tabela 19 - Capacidade de resolugao da coluna para a separagdo das metanefrinas.

normetanefrina = metanefrina PI 3-metoxitiramina
t, 5,923 7,322 11,373 18,995
Largura (W) 0,32 0,4 0,5 0,78
Resolucio _ 3,88 9,00 11,91

anteriormente, o nimero de pratos teéricos (N),a altura de cada prato (H) e o valor de K.

Os valores obtidos estao apresentados na Tabela 20.

Para o estudo da eficiéncia do sistema, foi calculado, como ja referido
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Tabela 20 - Valores de pardmetros quantificativos da performance cromatografica na determinagéo de

metanefrinas.
t, w K a N H (cm)
(cm)
normetanefrina 5,923 0,32 4,923 1,28 5482 | 0,00319
metanefrina 7,322 0,4 6,322 2,11 5362 | 0,00326
PI 11,373 | 0,5 10,373 7,62 8279 | 0,00211
3-metoxitiramina 18,995 | 0,78 17,995 _ 9489 | 0,00184

to (tempo morto) = 4,205

Comprimento da coluna = 175 mm

Verifica-se que o menor valor de N (maior valor de H) corresponde a metanefrina.
Pode-se, assim, concluir que a coluna apresenta uma resposta menos eficiente na separagao
deste componente do que na separagdo dos outros componentes. Quanto aos valores de k,

o oy . . . s s . 12,15,1
sdo todos aceitaveis, pois consideram-se aceitaveis valores entre 1 ¢ 20 !> 1> 161

4.3.1 Validacao de parametros analiticos

4.3.1.1 Estudo da Seletividade

Para efetuar o estudo sobre a seletividade, fez-se o mesmo procedimento utilizado
nos métodos anteriores. Na Figura 27 comparam-se os cromatogramas de um ensaio em
branco e do padrao de controlo de qualidade, tendo-se verificado a auséncia de picos de
interferéncia nos tempos de retencdo do padrdao de controlo de qualidade. Deste modo, ¢
possivel concluir que esta metodologia de HPLC com detetor eletroquimico € seletiva para

a detecao de metanefrinas na urina.
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Figura 29 - Sobreposi¢do do cromatograma do ensaio em branco com o cromatograma do padrdo de controlo de

qualidade na analise de metanefrinas.

4.3.1.2 Estudo da Precisao

1) Repetibilidade Instrumental

Procedeu-se a realizagdo de seis injecdes (n=6) da solucao padrao de controlo de

qualidade, nas mesmas condigdes cromatograficas, € ao longo do mesmo dia de estudo. A

Figura 28 apresenta os cromatogramas obtidos.
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Figura 30 - Avaliacdo da repetibilidade instrumental da Solu¢do Padrdo de Controlo de Qualidade para a

determinagdo das metanefrinas.
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Com base no valor médio da area de cada pico, e no correspondente desvio padrao,

determinaram-se os valores de CV%, apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 - Média, desvio padrio e coeficiente de variagio (CV%) das areas dos picos das metanefrinas detetados

nos cromatogramas do estudo da repetibilidade instrumental.

normetanefrina  metanefrina 3-
metoxitiramina
Média (n=6) 15329386,50 5819415,83 9120520,83
Desvio Padrao 197687,71 195426,66 418904,72
CV (%) 1,29 3,36 4,59

A semelhanca do verificado para os outros métodos, pode-se concluir que os
valores de CV% para repetibilidade instrumental sdo valores aceitaveis, uma vez que

correspondem a valores inferiores a 10%.

2) Precisao Intermédia

Procedeu-se a realizacdo de 8 injecdes (n=8) da solu¢do padrao de controlo de
qualidade nas mesmas condi¢des cromatograficas, mas em dias diferentes. Com base no
valor médio da area de cada pico, e no correspondente desvio padrdo, determinaram-se os

valores de CV% apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 - Média, desvio padrio e coeficiente de variagdo (CV%) das areas dos picos das metanefrinas detetados

nos cromatogramas do estudo da precisdo intermédia.

normetanefrina metanefrina 3-metoxitiramina
Média (n=8)
27800165 11814247 16505680
Desvio Padrao
1567372,46 3138916,12 4735726,43
CV (%)
5,6% 19% 29%

Pode-se concluir que os valores de CV% para precisdo intermédia sdo valores

aceitaveis, uma vez que correspondem a valores inferiores a 30%.
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4.4 Analise do Controlo Externo - RIQAS

O Controlo Externo ¢ realizado de 15 em 15 dias e tem por objetivo avaliar a
qualidade do método analitico utilizado. O método alvo €, neste caso, o da determinacdo e
quantificagdo de catecolaminas urinarias e dos seus metabolitos utilizando para tal, o

HPLC com detetor eletroquimico.

As solugdes utilizadas no controlo externo sdo preparadas de modo igual ao das
amostras de urina analisadas. Estas solugdes possuem concentragdes de catecolaminas, de
VMA e de Metanefrina determinadas pelo laboratério que as prepara (laboratério
avaliador) e desconhecidas do Laboratério de Andlises Clinicas Fernanda Galo, ou seja, ¢

uma prova cega.

Os resultados obtidos sdo enviados para o laboratorio avaliador € comparados com os
valores de referéncia, aqui designados como valores reais. Os resultados da avaliacdo sdo

apresentados sob a forma de relatério, como o que consta do Anexo II.

A Tabela 23 apresenta os resultados da analise a solugao do controlo externo segundo o
método analitico utilizado para determinar o VMA. Neste caso, o valor enviado para o
laboratorio avaliador ¢ o da concentracdo de VMA, que, como ja demonstrado pelo estudo de
performance cromatografica, ¢ o composto para o qual a coluna apresenta menor capacidade

de separagao (menor valor de N e maior valor de H) e, por isso, o que podera gerar mais erros

de leitura.
Tabela 23 — Resultados do controlo externo relativos ao composto VMA
RIQAS1  RIQAS2 RIQAS 3 RIQAS 4
mg/1 mg/1 mg/1 mg/1
Valor do Lab
Fernanda Galo 25,420 13,721 5,815 98,365
Valor Real 22,277 16,916 5,795 30

Os resultados apresentados, correspondem a 4 controlos feitos num espagamento de 15
dias. Como se constata, a amostra 4 (RIQAS 4), apresenta um valor muito superior ao valor

real. Quando o desvio ¢ significativo, o laboratdrio avaliador rejeita a analise e procede-se a
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um estudo para averiguar as causas desse desvio. No caso do RIQAS 4 da Tabela 23, acabou
por se verificar que tinha sido muito dificil identificar os extremos do pico do VMA. Recorde-
se, mais uma vez, que 0 VMA ¢ o composto com o menor valor de N (maior valor de H),

precisamente porque o seu pico no cromatograma ¢ muito “largo”, sendo dificil de delimitar.

As Tabelas 24, 25 e 26 apresentam os valores do controlo externo para o método de
detecdo e quantificagdo das catecolaminas. Neste controlo sdo enviados para o laboratorio os
valores de concentragdo dos trés compostos presentes. Os resultados obtidos para as

catecolaminas foram satisfatorios nas trés analises de controlo externo.

Tabela 24 — Resultados do controlo externo relativos ao composto noradrenalina.

noradrenalina
RIQAS 1 RIQAS 2 RIQAS 3
ug/l ug/l ug/l
Valor do Lab
Fernanda Galo 244,338 175,843 45,350
Valor Real 207,521 149,011 44255

Tabela 25 — Resultados do controlo externo relativos ao composto adrenalina.

adrenalina
RIQAS1 ~ RIQAS? RIQAS 3
ug/l ug/l ug/l
Valor do Lab
Fernanda Galo 15,280 42,126 48,192
Valor Real 12,872 37,847 48,571

61



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

Tabela 26 — Resultados do controlo externo relativos ao composto dopamina.

dopamina
RIQAS1  RIQAS2 RIQAS 3
ug/l ug/l ug/l
Valor do Lab
Fernanda Galo 264,731 186,446 54,279
Valor Real 224,459 182,961 66,866

A Tabela 27 apresenta os valores do controlo externo para o método de detegdo e
quantificagdo das metanefrinas. Neste controlo s6 ¢ enviado para o laboratério avaliador o
valor do composto metanefrina, que ¢ aquele que a coluna tem mais dificuldade em separar
(valor de N baixo, ou valor de H elevado) e, logo, o que podera suscitar mais erros de

quantificagdo.

Tabela 27 — Resultados do controlo externo relativos ao composto metanefrina

metanefrina
RIQAS1  RIQAS?2 RIQAS 3
ug/l ug/l ug/l
Valor do Lab
Fernanda Galo 41,457 301,096 330,681
Valor Real 55,462 307,068 347,659

Mais uma vez, os bons resultados obtidos demonstram que o método de detecdo e

quantifica¢@o de metanefrinas ¢ adequado a sua finalidade.

62



Determinacdo de Catecolaminas e dos Metabolitos por HPLC

5. Conclusoes
O estagio curricular no Laboratorio de Analises Clinicas Fernanda Galo decorreu

como previsto, ou seja, foram alcangados os objetivos de implementagdo dos métodos
analiticos, utilizando HPLC com detecdo eletroquimica, desenvolvidos para a

quantificagdo de catecolaminas e seus metabolitos em urina.

O trabalho envolveu a realizacdo de estudos de performance cromatografica aos
trés métodos utilizados (método para quantificacdo de VMA, HVA e 5-HIAA, método para
quantifica¢do de catecolaminas e método para quantificacdo de metanefrinas), a validagao
de parametros analiticos, através da realizacdo de estudos de seletividade e estudos de
precisdo e, ainda, avaliagdes de controlo externo - RIQAS. Foram, ainda, realizadas varias
analises, envolvendo estes métodos, no ambito da atividade prestagdo de servigos do

Laboratorio de Analises Clinicas Fernanda Galo.

Conclui-se que todos os métodos permitem alcancar uma boa performance
cromatografica na detecdo e quantificagdo dos compostos desejados, pois todos apresentam
valores de Rs superior a 1,5 e um valor do fator de retengdo aceitdvel (1 < k < 20). Ainda
no ambito do estudo de performance cromatografica, foi determinado o numero de pratos
tedricos (N) e a altura de cada prato (H) para cada composto, tendo-se verificado que aos
picos com “pior qualidade” correspondia, como esperado, um valor de N baixo e,
consequentemente, um valor de H elevado. Assim, o0 VMA, no método para quantificagdo
de VMA, HVA e 5-HIAA, a adrenalina, no método para quantificacdo de catecolaminas e
a metanefrina, no método para quantificagdo das metanefrinas, sio os compostos com o
menor valor de N (maior valor de H), dentro do conjunto dos compostos quantificados por

cada um desses métodos.

Relativamente a validagdo dos métodos, mais concretamente, no que diz respeito
a seletividade, os estudos realizados permitem concluir que a metodologia seguida,
envolvendo HPLC com detegdo eletroquimica, ¢ seletiva para determinar catecolaminas e
seus metabolitos na urina. Os estudos de precisdo, que envolveram a determinagdo do
coeficiente de variagdo (CV%) para a repetibilidade instrumental e para a precisdo

intermédia, permitem concluir que os métodos sao precisos, uma vez que os valores de
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CV% sao todos inferiores a 10%, para a repetibilidade instrumental, e inferiores a 30%,

para a precisdo intermédia.

Por fim, pode concluir-se, relativamente a exatidao dos métodos, que estes revelam
um excelente desempenho nas avaliagdes de controlo externo - RIQAS, apresentando
apenas um resultado de concentragdo de VMA muito afastado do valor de referéncia

estabelecido pelo laboratério avaliador, contudo a causa foi perfeitamente identificada.
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Anexo I — Valores de referéncia para os compostos analisados

Tabela: Valores de referéncia para as Catecolaminas na urina de 24h. ]

Valores de referéncia [png/24h urina]
Adrenalina 4-20
Noradrenalina 23 -105
Dopamina 190 — 450

Tabela: Valores de referéncia para Metanefrinas na urina de 24h. **

Metanefrina pmol/24h ng/24h
Masculino 1.9 374.7
Feminino 1.4 276.1
Normetanefrina
Masculino
18 — 40 anos 3.6 659.5
40 — 60 anos 4.25 778.6
>60 anos 4.5 824.4
Feminino
18 — 40 anos 3.0 549.6
40 — 60 anos 3.45 632.0
>60 anos 3.65 668.7
3 — Metoxitiramina
Masculine/Feminino
18 — 40 anos 2.75 459.8
40 — 60 anos 2.55 426.4
>60 anos 23 384.6
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Tabela: Valores de referéncia de VMA na urina de 24h para crianga. ©**!

Idade (anos) Valores de Referéncia [mg/g creatinina]
VMA HVA
0-1 18.8 32.6
2-4 11.0 22.0
5-9 8.3 15.1
10-19 8.3 12.8
>19 6.0 7.6

Tabela: Valores de referéncia para a urina de 24h. [33]

Valores de referéncia [mg/24h]
VMA 1.6-7.3
HVA 1.82 -6.92
5-HIAA 2-9
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Anexo 2 — Relatorio do controlo externo — RIQAS
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