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CÁLCIO ARSENAZO III
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Colorimétrica de Ponto Final - Arsenazo III

O cálcio reage com o arsenazo III em meio ácido formando o complexo de coloração azul, cuja intensidade é proporcional à concentração de cálcio na amostra. A absorbância do produto da reação deve ser medida nos comprimentos de onda entre 600 e 680 nm.
APLICAÇÃO CLÍNICA

O cálcio exerce importante função na composição do esqueleto e em reações essenciais como na coagulação sangüínea, na manutenção da integridade e permeabilidade das membranas celulares, na estimulação dos músculos esqueléticos e cardíacos, na condução neuromuscular. A hipercalcemia pode ser observada no hiperparatireoidismo, tumores malignos, doença de Paget (osteíte deformante), hipervitaminose D, nos casos de imobilização por fraturas.

Níveis séricos diminuídos de Cálcio podem ser observados no: hipoparatireoidismo, insuficiência renal, deficiência de vitamina D (raquitismo), pancreatite aguda, transfusões maciças de sangue.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou Plasma (heparina): livres de hemólise. Não utilizar oxalato ou EDTA como anticoagulante, pois interferem na determinação do cálcio;

Urina: efetuar a coleta da urina com 24 horas em recipiente livre de cálcio. Antes da coleta adicionar ao recipiente 10 mL de ácido nítrico 50% v/v. Quando a amostra de 24 horas não for acidificada durante a colheita, adicionar 20 mL de HCl 6M, homogeneizar, esperar 60 minutos e tomar a alíquota

para o ensaio.
Estabilidade e armazenamento da amostra

A amostra é estável por 7 dias entre 2 e 8 ºC.

Deve se separar o soro ou plasma dos elementos celulares no prazo máximo de 1 hora.

Para melhorar a preservação da amostra.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

CÁLCIO ARSENAZO III

CATÁLOGO: K051

ANVISA: 10269360126
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CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999
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Componentes do kit

Reagente Nº1: Padrão - conservar entre 2 e 8 °C. Contém Cálcio 10 mg/dl e azida sódica 0,1%.

Reagente Nº2: Arsenazo - conservar entre 2 e 8 °C. Contém tampão 100 mmol/L, pH 6,8; arsenazo III 0,2 mmol/ L; 8-hidroxiquinoleína 5 mmol/L; azida sódica 0,1%

estabilizantes e surfactantes.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 -  A validade dos reagentes é impressa nos rótulos dos mesmos. Entretanto, após abertos, os reagentes podem sofrer contaminações durante o manuseio e ter sua estabilidade diminuída. Importante observar alterações (mudança de cor, formação de precipitados) que podem indicar contaminação.

2 -  O reagente Nº2 contém azida sódica que pode ser irritante para pele e mucosas. Manusear com cuidado.

3 -  Somente para uso diagnóstico in vitro;

4 -  Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

5 -  A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

6 -  Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

7 -  É de extrema importância a limpeza rigorosa de todo o material (pipetas, ponteiras, tubos de ensaio, cubetas, etc) para obtenção de resultados exatos. Utilizar solução sulfocrômica ou solução aquosa de HCl 50% ou detergente não iônico. Lavar o material em água corrente e enxaguar com água destilada ou deionizada. Secar o material em estufa protegido do contato direto com a parte de metal da estufa (colocar o material em cubas de vidro);

8 -  Não permitir o contato da amostra com anticoagulante como o EDTA que é quelante de Cálcio, citrato que complexa o Ca+2, o oxalato e o fluoreto que precipitam o Cálcio;
9 -  O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação
· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 620nm (600 a 680)
· Banho-maria a 37°C
· Cubeta termostatizada a 37 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Inserir o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Selecionar o comprimento de onda de 600 nm a 680 nm.

Marcar 3 (três) tubos de ensaio: B (Branco), P (Padrão) e A (Amostra) e proceder como a seguir:
	
	Branco
	Padrão
	Amostra

	Amostra
	1,0 mL
	1,0 mL
	1,0 mL

	Reagente N° 1
	-------
	10 µL
	-------

	Reagente de Trabalho
	-------
	-------
	10 µL


Homogeneizar e incubar por 2 minutos a 37°C.

Ler a absorvância do padrão e da amostra frente ao branco de reativo. A cor é estável por 1 (uma) hora.
Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

Cálcio Sérico:
Glicose (mg/dL) =      Absorbância do teste         x 10
                                   Absorbância do padrão
Como a reação segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibração pode ser usado.

Fator de calibração =                       10
                                       Absorbância do padrão
Cálcio (mg/dL) = Absorbância do teste x Fator
Cálcio Urinário:

                                                  Absorbância do teste                 x 10 x Volume(dL) de urina/24h
Cálcio urinário (mg/24 horas) =    Absorbância do padrão                                                                                                  
                                                                                                                100

Cálcio Ionizado (CaI):

                                 6 x Ca - (0,19 x P) + A                         Ca = Cálcio sérico (mg/dL)

CaI (mg/dL) =                          3                                   P= Proteínas totais (g/dL)

                               (0,19 x P) + A + 6                          A = Albumina (g/dL)

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Conversão de Unidades (mg/dL para SI): mg/dL de CALCIO x  0,25 = mmol/L de CALCIO
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA 

Os valores de referência em mg/dL, para o presente método foram obtidos através da determinação de Cálcio em populações sadias do sexo masculino e feminino.
Cálcio (soro ou plasma) 8,8 a 11,0 mg/dL

Cálcio Ionizado 4,6 a 5,4 mg/dL

Cálcio (urina) até 180 mg/24 h (com dieta restrita de cálcio: 500 mg/24 h) até 280 mg/24 horas (sem dieta restrita de cálcio)

Valores críticos

Cálcio (soro ou plasma): menor que 6,0 mg/dL e maior que 14,0 mg/dL.

Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.

 SIGNIFICADO CLÍNICO

O cálcio exerce importante função na composição do

esqueleto e em reações essenciais como na coagulação

sangüínea, na manutenção da integridade e permeabilidade das membranas celulares, na estimulação dos músculos esqueléticos e cardíacos, na condução neuromuscular. A hipercalcemia pode ser observada no hiperparatireoidismo, tumores malignos, doença de Paget (osteíte deformante),

hipervitaminose D, nos casos de imobilização por fraturas.

Níveis séricos diminuídos de Cálcio podem ser observados no: hipoparatireoidismo, insuficiência renal, deficiência de vitamina D (raquitismo), pancreatite aguda, transfusões maciças de sangue.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até concentração de 20 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra 1:2 ou 1:4

com água deionizada ou destilada e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Não utilizar amostras hemolisadas. Amostras lipêmicas e ictéricas podem interferir nas dosagens.

Proceder à dosagem como a seguir:

1 - Dosar a amostra normalmente seguindo a técnica descrita. Anotar as leituras;

2 - Adicionar 0,02 mL de anticoagulante EDTA Bioclin ao Branco e teste. Proceder a nova leitura acertando o zero com o branco;

3 - Expressar o resultado multiplicando a diferença entre as duas leituras pelo Fator de Calibração.
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