Calcio Arsenazo

Bioanalitica mmw Y AV A,

diagnéstica

Método
Colorimétrico — Arsenazo Il

Finalidade

Sistema para a determinag&o quantitativa do Calcio no soro, plasma e urina
por reacéo de ponto final.

Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio

O célcio presente na amostra reage com o Arsenazo Ill em meio acido
forma um complexo de cor azul, com o maximo de absor¢do em 660 nm
(600 - 680 nm). A intensidade de cor formada é diretamente proporcional a
concentragdo de calcio na amostra.

Significado Clinico

O célcio encontra-se ligado as proteinas e na forma livre, sendo muito
importante na composicdo éssea, na coagulagdo sanguinea, no sustento
do transporte, integridade e permeabilidade das membranas celulares, na
estimulagdo dos mdusculos esqueléticos e cardiacos, no controle
neuromuscular. A homeostase do célcio é regulada por diversos hormonios
e envolve a participacdo do intestino, rins e esqueleto.

A hipercalcemia aponta a presenca de hiperparatireoidismo, mieloma,
neoplasias, hipertireoidismo e hepatopatias. Na hipocalcemia sé&o
encontrados a osteomalacia, hipomagnesemia, pancreatite, hipervolemia e
ma absorgéo do célcio.

Reagentes

Reagente n° 1 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Tampéo Fosfato 100 mmol/L (pH 6,5), Arsenazo Il 0,2 mmol/L, 8-
Hidréxiquinoleina 5 mmol/L, Azida Sédica 0,1%.

Reagente n° 2 - Padrdo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Calcio 10
mg/dL, Azida Sédica 0,05 %.

Estabilidade, Condig6es de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sao estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminagdo durante o uso. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser transportados em temperatura que néo
exceda 30°C, até um limite de 120 horas. N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaucfes

* As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio Clinico.
» O Reagente de Cor (1) e o Padréo (2) contém azida sddica que € toxica e
irritante para pele e mucosa.

» As informacdes de Descarte, Seguranca e Primeiros Socorros estédo
descritas na Ficha Individual de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

» N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminacao cruzada.

» N&o utilizar os reagentes quando se apresentarem turvos.

« Evitar deixar os reagentes fora das condicBes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

* O tempo de reacdo, pipetagens e temperatura de trabalho sédo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padréo/calibrador e reagente.

* O nivel de 4gua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
que contém as reacoes.

Materiais Necessarios e Nao Fornecidos

* Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotémetro;
* Pipetas de vidro e/ou automaticas;

* Ponteiras, estantes;

* Tubos de ensaio;

* Crondmetro;

* Banho-maria.

Amostra

Soro, plasma (Heparina) e urina. O analito é estavel por 14 dias se
armazenado entre 2 e 8°C, e 28 dias a -10°C, quando livres de
contaminagao.

Para urina, o analito é estavel por 8 dias armazenada entre 2 e 8°C, quando
livres de contaminacdo. Colher amostra de urina de 24 horas em um frasco
contendo 20 mL de HCI 6 mol/L (50% v/v) e homogeneizar bem.

Para descarte dos reagentes e materiais bioldgicos devem-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.
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Interferéncias e LimitacGes

O célcio sérico se eleva ligeiramente ap6s a realizagdo da hemodidlise e
apos a pratica de exercicio fisico. Na gravidez e no alcoolismo cronico, os
valores de célcio estdo ligeiramente diminuidos.

ConcentracOes de triglicérides até 1216 mg/dL e &cido ascorbico até 20
mg/dL ndo produzem interferéncias significativas. Valores de hemoglobina
maior que 433 mg/dL e bilirrubina maior que 18,0 mg/dl produzem
interferéncias significativas nas amostras.

Preparacao dos Reagentes
Os reagentes estdo prontos para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para uso em analisadores automaticos, verificar o protocolo de automagéo
no site www.bioanalitica.com.br ou através do SAC.

Nota: Recomendamos o uso do Calibrador — Ref. BA0O52 para calibragédo.
Para avaliar a precis@o das dosagens, recomendamos o uso do Controle N
— Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Método de Ponto Final
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), T (Teste), P (Padréo) e proceder
como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra 0,01 mL
Padrao (2) 0,01 mL
Reagente de Cor (1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 2 minutos. Ler a
absorbancia do Teste e do Padrdo em 660 nm (600 - 680 nm), acertando o
zero com o Branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Esta técnica é adequada para fotdbmetros cujo volume minimo de solucédo
para leitura € igual ou menor que 1,0 mL. Verificar a necessidade de ajuste
do volume, e modificar proporcionalmente para néo alterar os calculos e o
desempenho do teste. Volumes de amostra menores que 0,01 mL s&o
criticos em aplicagdes manuais, pois aumentam a imprecisao da medicao.

Procedimento para eliminar interferéncia devido a tracos de célcio
presentes na vidraria.

« Identificar 2 cubetas do fotbmetro com "Teste" e "Padréo" e pipetar em
cada uma 1,0 mL de Reagente de Cor (1).

« Selecionar o comprimento de onda no aparelho 660 nm (600 a 680) ou
660 nm 8 (600 a 680).

« Acertar o zero do fotbmetro com a cubeta Padrdo contendo 1,0 mL de
Reagente de Cor (1).

« Adicionar a cubeta Padréo 0,01 mL de Padréo (2).

* Misturar bem e fazer a leitura fotométrica do Padréo (Apadrao)-

« Acertar o zero do fotbmetro com a cubeta teste contendo 1,0 mL de
Reagente de Cor (1).

« Adicionar a cubeta teste 0,01 mL de amostra a ser analisada.

» Misturar bem e fazer a leitura fotométrica do Teste (Areste)-

Célculos
Célcio (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x
Concentracao do Padrao

Exemplo com Padréo

Absorbancia do Teste = 0,293
Absorbancia do Padréo = 0,362
Concentracéo do Padréo = 10 mg/dL
Célcio = (0,293+ 0,362) x 10 = 8,09 mg/dL

Exemplo com Fator de Calibracéo
Fc=10+0,362 = 27,6
Célcio = 0,293 x 27,6 = 8,10 mg/dL

Dosagem da Proteina em Urina de 24 horas

Efetuar a andlise da urina de 24 horas utilizando uma amostra do volume
total.

Multiplicar o resultado obtido pelo volume total urinario (mL) e dividindo o
resultado por 100.

Célcio (mg/24 h) = (mg/dL x volume urinario em mL) + 100
Os resultados serdo expressos em mg/24h.
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Célcio lonizado (Cal)

Cal (mg/dL) = £XCaLIO19x D)+ 4]/3]

(0,19xP)+A+ 6

Ca = Célcio sérico (mg/dL)
P = Proteina total (g/dL)
A = Albumina (g/dL)

Caracteristicas do Desempenho

Comparagéao de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equagao de regressdo
linear onde Método Bioanalitica (y) = 0,511 + 0,728 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlacao igual a 0,991.

Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Calcio, foi utilizada para calcular o
limite de deteccdo do ensaio. A média encontrada foi 0,0800 mg/dL
equivalente a 20 determinagfes, com desvio padrdo de 0,0171 mg/dL.

A sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrdo, que € igual a 0,1314 mg/dL.

Linearidade

A reagdo é linear até 20 mg/dL. Para amostras com valores acima de 20
mg/dL, diluir a amostra 1:2 ou 1:4 com Cloreto de Sédio 150 mmol/L
(0,85%), repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de
diluigao.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 4,48 9,59 17,14
Desvio Padrao (mg/dL) 0,04 0,09 0,31
Coeficiente de Variagdo (%) 0,94 0,91 1,81

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagfes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 2,35 9,70 18,43
Desvio Padrdo (mg/dL) 0,21 0,37 0,49
Coeficiente de Variagao (%) 8,81 3,78 2,65

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus proprios valores para
populacéo atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Calcio (soro ou plasma) mg/dL

Cordao Umbilical 82all?2
Prematuros 6,2a110

0 — 10 dias 76a104
Lactentes 9,0a11,0

2 —12 anos 8,8a10,8
Adultos 8,8a1l10

Calcio (urina) 24 horas
Dieta isenta de calcio 5 a 40 mg/24h
Dieta restrita de célcio 200 mg/24h
Dieta sem restricao de célcio 300 mg/24h
Célcio 16nico mg/dL
1 a 18 anos
Adultos

4,80 a 5,52
4,60 5,40
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Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medigao apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizagéo de controles, que permitem avaliar a preciséo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solu¢Bes estabilizadas da linha de controles e
calibradores Bioanalitica.

Observagdes

« A limpeza e secagem adequadas do material usado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com &gua destilada
ou deionizada.

» A 4gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracéo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, véarios ions e também
substancias com grande poder de oxidagdo ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnostica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expira¢do indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condiges
adequadas.

Apresentacdes
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BAO046-50 50 mL 1x50mL 1x3mL
BA046-100 100 mL 2 x50 mL 1x3mL
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