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CALCIO ARSENAZO

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinagdo do célcio no soro,
plasma e urina.

Somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCiIPIO
O calcio presente na amostra reage com o arsenazo III,
originando um complexo corado (calcio-arsenazo III), cuja
intensidade de cor é diretamente proporcional ao teor de calcio
na amostra.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA

O kit Doles de Calcio Arsenazo é monoreagente, ja pronto
para uso. A presenca de 8-Hidroxiquinoleina elimina a
interferéncia causada por ions magnésio. Ndo ha igualmente
interferéncia de proteinas plasmaticas.

O sistema é aplicadvel em sistemas automadticos e
semiautomaticos.

METODOLOGIA
Arsenazo III.

REAGENTES

Reagente de cor: Contém tampdo 75mmol/L, pH 6,8 Arsenazo
III 0,21mmol/L, 8-Hidroxiquinoleina 5mmol/L, azida sédica
0,05% e surfactantes.

Solugdo Padrdo: Solucdo aquosa 10mg/dL de Calcio.

APRESENTAGAO
Reagente de Cor 2 x 50mL
Solugdo Padrdo 1x 4mL

Namero de Testes:

Manual

100 testes / 10uL de soro
50 testes / 20uL de soro

Automatico (*) 300 testes

(*) A quantidade de testes na automacao é variavel de acordo
com o equipamento.

Protocolos de automacao encontram-se disponiveis no
site Doles ou através do Servico de Atendimento ao
Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
FORNECIDOS

¢ Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro capaz de medir a
absorvancia em 670nm.

Tubos de ensaio.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica 20/10uL.

Ponteiras descartaveis.

e Pera para pipetagem.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente de cor: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco, se
obedecidas as condigdes de armazenamento.

Solugdo padrao 10mg/dL: armazenar a temperatura de 2-
80C. Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do
frasco, se obedecidas as condigdes de armazenamento.

A estabilidade do reagente esta estritamente
relacionada com os critérios de manuseio. Os
reagentes, no decorrer do uso, estdao sujeitos a
contaminagdes de natureza quimica e microbiana que
podem comprometer a estabilidade do produto.

CUIDADOSE PRECAU(;6ES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnéstico in
vitro. Devem ser manuseados com cuidado, evitando contato
com pele e mucosas. Usar pera de pipetagem. Havendo
contaminagdo acidental lavar a parte afetada em 3agua
corrente. O descarte do material utilizado devera ser feito
obedecendo-se aos critérios de biosseguranga estabelecidos
pelo laboratério, de acordo com as normas locais, estaduais
ou federais.

Observar ainda a simbologia
constante nos rotulos do produto:
Irritante
AMOSTRA
e Sangue

Soro ou plasma (heparina). O sangue deve ser colhido sem
estase venosa para evitar variagdes na concentracdo de calcio
ligado a proteinas. Separar o soro ou plasma imediatamente.
O analito é estavel até 14 dias entre 2 a 8°C e 4 semanas a
10°C negativos.

e Urina

A coleta da urina de 24 horas deve ser feita em frasco contendo
10mL de acido cloridrico p.a.. Centrifugar a amostra de urina
antes da realizacdo do ensaio.

Quando da dosagem do calcio urinario em urina de 24 horas
nao acidificada durante a coleta, deve se acidificar a urina a
pH 1-2 (1 a 2 gotas de Acido Cloridrico p.a. para 5mL de urina
de 24 horas devidamente homogeneizada).

Todas as amostras biolégicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Para amostras de urina centrifugar antes do ensaio e verificar
se a mesma esta acidificada conforme instrugdes mencionadas
no item “Amostra” desta instrugdo de uso.

Rotular 3 tubos de ensaio com B (branco), T (teste) e P
(padrao).

Atengdo! O reagente de cor deve estar a temperatura ambiente
(20 a 30°C) no momento da realizagao do ensaio.

Proceder como segue:

B P T
Solucao Padrao - 20uL -
Amostra - - 20 puL
Reagente de Cor 2,0mL 2,0mL 2,0mL

Homogeneizar aguardar 2 minutos a temperatura ambiente
(20 a 30°C). Selecionar o comprimento onda de 670nm, zerar
o aparelho com o branco (B) e ler as absorvancias de teste
(T) e padrao (P).
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CURVA DE CALIBRAGAO
060 Padrio| Absorvancia (IE;:;L)
o0 0 0,000 0,000
Soww 5 0,124 4,9
€ o 8 0,202 8,0
2 oo 11 0,279 11,1
< 14 0,351 13,9
010 17 0,430 171
oo 20 0,499 19,8
0 5 10 15 20 5
Corcentracio g 25 0,575 22,8
Obs.: A curva de calibragao ilustra a linearidade do

Kit. Nao deve ser utilizada para determinagao do

resultado de ensaio.

e A curva de calibracdo é a representacdo grafica da relacéo
entre os valores das absorvéancias com os valores das
concentracbes de um conjunto de solucdes padrdao. Sao
necessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo
das solugdes padrdo; (2) medicdao dos valores de
absorvancia das solugdes padrdo, de acordo com o
especificado no procedimento técnico da presente instrugdo
de uso, e (3) montagem de um grafico, em papel especial,
linear, onde sdo relacionados os valores de absorvancia com
os de concentragdo, conforme demonstrado na figura acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 670nm e
cubetas com passagem de luz de 10mm.

e A curva de calibracdo demonstra a linearidade da reacao
até concentragdo de cdlcio de 20mg/dL, bastando usar um
fator de calibragdo (F), de acordo com a Lei de Beer.

e A reagdo é linear até 20mg/dL (ver curva acima).
Obtendo-se valores mais elevados, dilui-se (1:2 ou
1:4) a amostra com agua deionizada e procede-se a
nova dosagem. A diluicdao deve apresentar um valor
situado entre 8 e 12mg/dL. Multiplicar o valor
encontrado pelo fator de diluigao.

e O kit de Calcio Arsenazo Doles possui padrao no
intervalo de linearidade da metodologia adotada. O
laboratoério deve realizar o ensaio com o padrao que
acompanha o kit e calcular seu fator de calibragao
(F), de acordo com o exemplo estabelecido nos
calculos.

e O fator devera ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

CALCULOS

Para avaliagdo do resultado é imprescindivel verificar se o
mesmo encontra-se dentro da faixa linear que é de até 20mg/
dL. Obtendo-se valores mais elevados, dilui-se (1:2 ou 1:4) a
amostra com agua deionizada e procede-se a nova dosagem.
A diluicdo deve apresentar um valor situado entre 8 e 12mg/
dL. Multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluicao.

Determinacao do cadlcio no soro, plasma (heparinizado) ou
urina

Ca (mg/dL) = absorvancia teste x Fator

Como a reagdo corada segue estritamente a lei de Beer, basta
que se determine um fator (F) para calculo dos resultados.

10
Fator (F) =
absorvancia

Calcio (mg/dL) = absorvancia teste x F

Para a obtengdo do fator, recomenda-se dosar em triplicata o
padrdo, ler as absorvancias e tirar a média aritmética das
mesmas.

Exemplo:

Leituras:

Padrédo (P) = 0,253, 0,251, 0,252
Teste (T) =0,310

0,253 + 0,251 + 0,252

Média aritmética = =0,252
3
10
Fator (F) =——= 39,68
0,252

Célcio (mg/dL) = 0,310 x 39,68 = 12,30
DETERMINACAO DO CALCIO IONIZADO

O caélcio ionizado pode ser determinado de acordo com a
seguinte férmula:

6xCa-[A+(0,19xPt)/3]

Calcio ionizado (mg/dL)=
A+(0,19x Pt) +6

Ca = Célcio mg/dL

Pt = Proteinas totais (g/dL)

A = Albumina (g/dL)

Dosar as proteinas totais (g/dL), a albumina (g/dL) e o calcio
(mg/dL) da amostra. Calcular conforme exemplo a seguir:

Exemplo:

Ca = 10mg/dL
Pt = 7g/dL
A =4g/dL

6x10-[4+(0,19x7)/ 3]
Calcio ionizado (mg/dL) =

4+(0,19x7) + 6
Caélcio ionizado = 4,9mg/dL

O calcio ionizado (livre) deve ser dosado, preferencialmente,
utilizando-se o sistema de eletrodo seletivo para ion calcio.
Diversos equipamentos para tal finalidade encontram-se
disponiveis no mercado.

DETERMINACAO DO CALCIO URINARIO

volume urindrio 24hs (mL)

Caélcio urina de 24hs = Ca (mg/dL) x

\

Exemplo:
Leituras: Exemplo: 100
’; adrdo (i ¢ ) = 0,252 Ca (mg/dl) = 10mg/dL
este (T)=0310 Volume urindrio (mL) = 1500mL
0,310 1500
Calcio (mg/dL) = —— x10=123 Calcio urina de 24hs = 10 x = 150mg/24hs
0,252 100
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EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES S.I.
Calcio (mmol/L) = Cdélcio (mg/dL) x 0,25

LIMITAC()ES DO SISTEMA

¢ Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Qualquer alteragdo poderd
provocar resultados erréneos.

¢ Acetaminofen, antiacidos contendo calcio, anticoncepcionais
orais e tiazidas causam interferéncia, levando a resultados
elevados.

e O uso de aspirina, corticoesteroides, difenilhidantoina,
diuréticos, laxantes em excesso e sulfonamidas pode levar
a valores diminuidos de calcio sérico.

e A recuperacao em algumas amostras de plasma podem
ser superior a esperada com soro.

e Devido ao aumento da permeabilidade das hemacias ao
calcio, a separacgdo do soro ou plasma deve ser feita até
uma hora apds a colheita.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sdo de fundamental importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtencdo de resultados corretos.

2.A agua utilizada na limpeza do material, deve ser de boa
qualidade.

3.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.

4.As pipetagens devem ser precisas.

5.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro controle
N - Doles) e outro soro controle de valor elevado (soro
controle P - Doles).

6.A causa mais comum de erro e deterioracdo do reagente é
a contaminacgdo da vidraria por sais de calcio. Recomenda-
se utilizar tubo descartaveis e na impossibilidade para tal,
toda a vidraria deve ser lavada apenas com detergentes
ndo idnicos e, posteriormente, com solugdo de acido nitrico
50% (v/v). Enxaguar varias vezes com agua deionizada.

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabelega sua propria
faixa de valores de referéncia na populagdo atendida.
Como orientagao, sugerimos os seguintes valores:

e Soro

Calcio Total (mg/dL)

Cordao umbilical” 8,2a11,2
Prematuros’ 6,2a11,0
0 a 10 dias’ 7,6a10,4
10 dias a 24 meses’ 9,0a11,0
2 a 12 anos’ 8,8a10,8
Adultos® 8,8a11,0
Calcio ionizado (mg/dL)
1 a 18 anos’ 4,80 a5,52
Adultos (> 18 anos)’ 4,64 a 5,28

e Urina (mg/24hs)
A gxcregéo de calcio urinario depende da dieta, a
saber:

Dieta livre de calcio” 5a50
Dieta restrita de calcio” 50a 150
Dieta (800mg/dia de calcio)’ 100 a 300

\

SIGNIFICADO CLINICO

Podemos distinguir alteragdes nos niveis séricos de calcio em
varios processos patoldgicos.

A hipercalcemia é observada nas seguintes condigoes:
hiperparatireoidismo, uso de certos diuréticos (tiazidas),
hipervitaminose D, mieloma multiplo, osteosarcoma e nas
metastases osteoliticas de carcinomas.

A hipocalcemia é registrada no hipoparatireoidismo, deficiéncia
de vitamina D (raquitismo e osteomalacia), nas sindromes
que cursam com hipomagnesemia e, por vezes, na gravidez.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados ensaios em 71 amostras em paralelo com
uma metodologia de referéncia. A comparacao do kit de Calcio
Arsenazo Doles (Y) com um kit similar, deu origem a seguinte
equacao de regressao linear: 0,73 + 0,957X.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
em trés amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Parametros AmosTRA 01 AwmosTRA 02 AmosTRA 03
Média 8,80 10,80 12,11
Desvio Padrao 0,14 0,21 0,34
CV% 1,59 1,94 2,81

As variagOes obtidas encontram-se diretamente relacionada
com as condigBes técnicas utilizadas para a realizagdo do
ensaio.

Reprodutibilidade: foram realizados 20 ensaios em dias
alternados de trés amostras distintas.

Parametros AmosTRA 01 AmosTRA 02 AmosTRrA 03
Média 9,53 9,78 12,34
Desvio Padréo 0,39 0,28 0,48
CV% 4,06 2,88 3,86

As variagOes obtidas encontram-se diretamente relacionada
com as condigBes técnicas utilizadas para a realizagdo do
ensaio.

Especificidade: a presente metodologia é especifica para
determinacdo de ions Calcio. A presenca de 8-
Hidroxiquinoleina no reagente impede a interferéncia do
magnésio na dosagem.

Sensibilidade: A presente metodologia é especifica para
determinacdo de calcio no soro, plasma e urina. A absorvancia
de 0,001 corresponde a uma concentracao de 0,03mg/dL de
Calcio, quando medida em espectrofotometro, em 670nm e
10mm de passagem de luz.

A sensibilidade do sistema esté estritamente relacionada com
a sensibilidade do aparelho utilizado na leitura.

Diluicdao da matriz: estudos sucessivos de diluigdo da matriz
mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagndstica da presente metodologia.

Substancias interferentes:

¢ A presenca de sais de calcio na vidraria utilizada, poderdo
levar a resultados falsamente elevados.

e Os anticoagulantes EDTA, oxalato, fluoreto e fitrato
interferem, devido a formagdo de complexos estaveis com
o calcio. Esta interagdo resulta em resultados falsamente
diminuidos.

e Bilirrubina até 20mg/dL nédo interfere na metodologia.

e Amostras hemolisadas (hemoglobina 250mg/dL) e
hipertrigliceridemia (1000mg/dL) interferem.
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e Avaliagdo da concentragao de Hemoglobina em uma
amostra hemolisada:

1-Adicionar 50uL da amostra em 2,0mL de solugdo fisioldgica.

2-Ler a absorvéancia em 405 ou 415nm. Zerar o aparelho
com agua deionizada ou destilada.

Hb (mg/dL) Absorvéncia ,,, x 601

Hb (mg/dL) Absorvancia ,,, x 467

¢ Certas drogas podem alterar os niveis de calcio (ver em
limitagGes do sistema). Para controle de tal interferéncia,
recomenda-se que o paciente seja questionado quanto ao
uso de medicamentos.

e A recuperacao em algumas amostras de plasma podem
ser superior a esperada com o soro.
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TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem

estritamente as relacionadas na Lei n© 8.078, de 11 de

setembro de 1.990 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagndstico sdo garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento dos

mesmos, se obedecidas as condigdes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o
procedimento técnico.

2.As condigGes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigoes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serao substituidos, sem onus

para o consumidor.
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