kit.

INSTRUGOES DE USO (versio Ago/23)

CALCIO

(Cresolftaleina complexona) — Método Colorimétrico

FINALIDADE
O conjunto é um sistema que se destina & determinagé&o do calcio nas seguintes
amostras humanas: soro, plasma e urina.

PRINCIPIO DE AGAO

O célcio reage com a cresolftaleina complexona (purpura de ftaleina) em meio
alcalino formando um complexo intensamente corado com méximo de absorgao em
570 nm. A absor¢do em 570 nm do complexo é proporcional a concentragdo de
calcio na amostra. O método proposto ¢ facilmente automatizavel, adaptando-se a
todos os analisadores automaticos disponiveis.

SIGNIFICADO CLINICO

O teor de calcio num adulto corresponde ligeiramente a mais de 1 kg (25000
mmol), ou seja, cerca de 2% do peso corporal. Deste, 99% esta presente sob a
forma de hidroxiapatita de calcio nos ossos e menos de 1% esta presente no ECS
(espago extracelular) ou ICS (espago intracelular) extra 6sseo. O nivel de célcio no
soro no ECS (aprox. 100 mmol) esta em equilibrio dindmico com a fragdo
rapidamente permutavel de célcio dsseo. Os ions de calcio afetam a capacidade de
contragdo do coragdo e da musculatura esquelética e s@o essenciais para o
funcionamento do sistema nervoso. Além disso, os ions de célcio desempenham
um papel importante na coagulagdo sanguinea e na mineralizagdo 6ssea. No
plasma, o célcio esta ligado, numa grande proporgéo, as proteinas (cerca de 40%),
estando 10% presente sob a forma de complexos inorgénicos e 50% como célcio
livre (ionizado). O equilibrio do calcio no organismo é regulado pelo horménio da
paratiredide (PTH), calcitriol (CT) e calcitonina.

O teste é usado para o diagnéstico e monitorizagéo da hipocalcemia (deficiéncia de
célcio) e hipercalcemia (excesso de calcio) no soro. O sintoma caracteristico da
hipocalcemia é o tétano latente ou manifesto e osteomalacia. A hipocalcemia é
causada pela auséncia ou deficiéncia do funcionamento da paratiredide ou
deficiéncia na sintese da vitamina D. A hipercalcemia é provocada por um aumento
da mobilizagéo de calcio no sistema esquelético (osteoporose) ou por um aumento
da absorgdo intestinal. A maior parte dos casos sdo causados pelo
hiperparatireoidismo primario (pHPT) ou metastases 6sseas do carcinoma da
mama, prostata ou tiredide e carcinoma brénquico.

A grande importancia da determinagdo do calcio na urina reside na diferenciagao
entre hipercalcidria e hipocalcitria e no esclarecimento da nefrolitiase.

REAGENTES

Apresentagdo com 200 mL:

1. Tampao: 01 frasco com 100 mL de solugéo tamponada em pH 9,8, contendo
cianeto de potassio 7,7 mmol/L. Conservar entre 15-25°C.

2. Reagente de Cor: 01 frasco com 100 mL de solugéo, contendo cresolftaleina
complexona 0.1 mmol/L e 8-hidroxiquinoleina 35 mmol/L. Conservar entre 15 -
25°C.

3. Padrao: 01 frasco com 3,0 mL de solugdo aquosa de ions calcio 10 mg/dL,
correspondendo a 2,5 mmol/L. Conservar entre 15-25°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou autométicas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

As datas de fabricagéo e validade aparecem no rétulo da embalagem. N&o usar
reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser transportados e armazenados em temperatura
ambiente, na faixa de 15-25°C.

Apbs a manipulagdo, sugere-se armazenar o Padrdo entre 2-8°C para evitar
evaporagao.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagndstico “in vitro”.

2.Evitar contaminagéo com ions metalicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotdbmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar livres
de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e receberem
manuteng&o de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utilizar reagentes que
tenham sinais de contaminagéo ou precipitagao.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra,
controle (se utilizado) e reagente e ndo trocar as tampas dos frascos dos
reagentes, a fim de evitar contaminagao cruzada, o que poderia causar resultados
erréneos.

7.N&o dispensar os reagentes em tubulagao contendo ferro galvanizado.

8.0 Padrao (3) é fornecido em concentragdo usual fixa. O desempenho do ensaio
pode ser afetado se este reagente for modificado ou ndo for armazenado nas
condi¢cdes recomendadas.

9.Ver cuidados no armazenamento e transporte dos reagentes.

10.Usar luvas descartaveis quando manusear reagentes.

11.Ndo comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosméticos dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo
manuseados.

12.Lavar sempre as méos apds trabalhar com material potencialmente infeccioso.
13.As amostras devem ser descartadas, apds 0 uso, em recipientes especificos.
14 Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e esgotos.
15.Todo o material bioldgico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

AMOSTRA

Soro ou Plasma heparinizado.

Sob refrigeragao (2-8°C), o célcio no soro ou plasma é estavel por 15 dias.

Nota: O soro ou o plasma devem ser separados das hemécias até, no méximo uma
hora apds a coleta, devido ao aumento da permeabilidade das hemacias aos ions
célcio.Outros anticoagulantes, diferentes da Heparina, sao quelantes de célcio.

Urina

Utilizar amostra coletada no periodo de 24 horas, ndo havendo necessidade de
adicionar conservantes.

Acidificagdo urinéria

Homogeneizar a urina, medir o volume e separar uma amostra de cerca de 5mL e
adicionar uma gota de HCI concentrado. Tal procedimento transforma todos os sais

de célcio presentes na urina em sais sollveis. Centrifugar por 10 minutos a 3000
RPM. Utilizar o sobrenadante para proceder ao ensaio.
O calcio é estavel por 1 semana quando conservado em temperatura de 2 - 8°C.

PROCEDIMENTO

Preparo do Reagente de Trabalho: Misturar volumes iguais dos Reagentes
Tampaéo (1) e Reagente de Cor (2) em frasco de plastico e homogeneizar bem.
Aguardar 15 minutos antes do uso. Este reagente é estavel por 12 horas na
temperatura ambiente. Recomenda-se preparar apenas a quantidade necessaria
para 1 dia de trabalho.

Dosagem (Soro, Plasma heparinizado e Urina):

Nota: Recomenda-se o uso de vidraria tratada com &cido cloridrico 50% (v/v) a fim
de se evitar contaminag&o com calcio.

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco | Padrdo | Amostra
Padrao - 0,01 mL -
Amostra - - 0,01 mL

Reagente de Trabalho | 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Homogeneizar bem, aguardar em temperatura ambiente (15-25°C) durante 2
minutos e determinar as absorbancias do teste e do padrdo em 570 nm acertando
0 zero com o branco.

Como procedimento alternativo, pode-se realizar as dosagens diretamente nas
cubetas do espectrofotdmetro, uma a uma, zerando-se o aparelho com o Reagente
de Trabalho e adicionando-se a amostra em seguida para se obter a absorbancia
do teste. Desta maneira, contaminagdes eventuais seréo naturalmente corrigidas.

CALcuLOS

- Calcio (mg/dL) = (Abs. da Amostra + Abs. do Padréo) X10
- Fator de calibrago = 10 + absorbancia do Padrdo

- Calcio (mg/dL) = Absorbancia da amostra x Fator

- Célcio (mmol/L) = mg/dL x 0,25

- Urina (mg/24h) = (mg/dL x volume de 24h em mL) +100

Exemplo:

Soro ou Plasma:

- Absorbancia do teste = 0,250 Absorbancia do padrdo = 0,260
- Célcio (mg/dL) = (0,250 + 0,260) x 10 = 9,6

- Fator de calibragéo = 10 + 0,260 = 38,5

- Calcio (mg/dL) = 38,5 x 0,250 = 9,6
Urina:

- Absorbancia do teste = 0,160

- Volume urinario = 1800 mL/24h

- Célcio (mg/dL) = (0,160 + 0,260) x 10 = 6,1

- Calcio (mg/24h ) = (6,1 x 1800 ) + 100 = 109,8

Absorbancia do padréo = 0,260

Calcio idnico: O método descrito ndo & recomendado para a determinagdo do
célcio ibnico no soro ou plasma através de calculos que envolvem as
concentragdes de albumina e proteinas totais. Para tal, usar equipamentos que
dispdem de eletrodos ion seletivos.



VALORES DE REFERENCIA

Soro ou Plasma 8,82 11,0 mg/dL
Urina 60 a 180 mg / 24 horas

LINEARIDADE

A reacéo é linear entre 0,7 e 19 mg/dL. Para valores acima de 19 mg/dL diluir a
amostra com agua destilada ou deionizada e multiplicar o resultado pelo fator de
diluig&o.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE

Sensibilidade: 100%.

Exatiddo: A comparagédo com método similar validado (que também utiliza a
metodologia da cresolftaleina complexona) demonstrou um coeficiente de
correlagdo, r, igual a 0,98 a partir da analise de amostras aleatorias oriundas de
pacientes de ambulatério. A equagdo de regressdo obtida foi: y=0,964x - 0,139,
que demonstra uma exatidao de 98%.

Preciséo:

Repetibilidade: realizacéo de 20 determinagdes de uma mesma amostra com valor
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra
Média 72
Desvio Padrao 0,2
Coeficiente de Variagdo 2,1

Reprodutibilidade: A realizagdo de 20 determinagdes de uma mesma amostra,
realizada por um operador diferente, utilizando o mesmo equipamento de medigéo,
com valor dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra
Média 7,7
Desvio Padréo 0,2
Coeficiente de Variagdo 2,3

Sensibilidade Analitica: O método apresenta uma variagéo de absorbancia em
570 nm igual a 0,054 em cada acréscimo de 1mg/dL na concentragdo de acido
arico. O limite de deteccéo do método é igual a 0,7mg/dL.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério deve ter como pratica de rotina 0 uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade, a
exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automaticos estdo disponiveis, se solicitadas.

INTERFERENTES

Resultados falsamente diminuidos: Plasmas coletados com citrato, oxalato, fluoreto
ou EDTA, formam complexos estaveis de calcio.

Hemoglobina acima de 150 mg/dL.

Drogas que elevam o célcio urinario: Colestiramina, mandrolona, paratohorménio
injetavel, vitamina D.

Fatores que diminuem a calcitria: Urina alcalina, fosfato de so6dio, diuréticos
tiazidicos.

Fator que provoca o aumento da calcitria: O uso de torniquete por mais de 3
minutos.

Hiperlipemia, acido ascérbico mesmo em elevadas concentragdes (acima de 25
mg/dL) e bilirrubina até 35 mg/dL n&o interferem.
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APRESENTAGAO
200 mL Volume
1. Tampéo 1x100 mL
2. Reagente de Cor | 1x 100 mL
3. Padréo 1x3mL

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

O desempenho deste sistema diagnéstico, medido pelas propriedades descritas
nesta Instrugéo de Uso, estd garantido até a sua data de vencimento, desde que
obedecidas as seguintes condigdes:

1.A adeséo estrita, pelo usuério, ao quadro de procedimento técnico.

2.As condicbes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado nesta
Instrucéo de Uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos com o produto, estarem em boas
condigdes de uso.

ASSESSORIA CIENTIFICA

Para esclarecimentos de dividas e Assessoria Cientifica ligue:
(31) 3157-3688 ou (11) 99217-8407

e-mail: sac@katal.com.br
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