	Nome do Laboratório
	Procedimento Operacional Padrão

CAPACIDADE LIGADORA DE FERRO
	Página 1 de 4

POP xxx
Revisão: 00



CAPACIDADE LIGADORA DE FERRO
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Colorimétrico.

O Ferro é transportado no sangue por uma Betaglobulina específica denominada Transferrina. Cada molécula de Transferrina é capaz de transportar 2 átomos de íons Fe+++ e em condições fisiológicas a Transferrina encontra-se em torno de 30% saturada. Para determinar a Capacidade Ligadora

de Ferro (CLF) à molécula da Transferrina, incuba-se o soro em teste com um Padrão de Ferro. Este Ferro irá saturar o sítios disponíveis da Transferrina e o excesso de Ferro (não ligado) será dosado através do complexo corado com Ferrozine, indicando a CLF.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro obtido livre de hemólise. 

Em dosagens para controle terapêutico as amostras devem ser colhidas sempre no mesmo horário.
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

CAPACIDADE LIGADORA DE FERRO     CATÁLOGO: K009          ANVISA: 10269360096
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1 - Tampão - conservar entre 15 e 30°C. Contém:

Tampão Tris 2,5 mmol/L, Hidroxilamina 300mmol/L e surfactante.

Número 2 - Reagente de Cor - conservar entre 15 e 30°C. Contém: 
Ferrozine 30 mmol/L e estabilizador.

Número 3 - Padrão - conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Ferro 500 mcg/dL
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 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

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

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

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

5 - O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio;

6 - Hemólise, mesmo discreta, interfere na dosagem;

7 - Com frequência, os valores da absorbância inicial (em amostra com sobrenadante límpido) são iguais a zero.

Nestes casos, usar apenas o valor de A2 nos cálculos;

8 - 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 560 nm (540-560)
· Banho - maria a 37 ºC 
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

A vidraria utilizada deve estar escrupulosamente limpa e isenta de Ferro.

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

                                                  Branco              Padrão             Amostra
Reagente No 1                             1,0 mL                 —                  1,5 mL

Água destilada                              1,5 mL             2,0 mL                  —

Amostra                                         —                     —                    500 μL

Reagente No 3                                —                   500 μL               500 μL
Homogeneizar suavemente e incubar em banho-maria 37 °C por 10 minutos. Determinar a absorbância da Amostra em 560 nm , acertando o zero com o Branco. Esta será a absorbância A1.
Em seguida adicionar:
                                                  Branco                 Padrão            Amostra
Reagente No 2                             1 gota                 1 gota              1 gota
Homogeneizar suavemente e incubar em banho-maria 37 °C por 10 minutos. Determinar as absorbâncias da Amostra e do Padrão em 560 nm (540 - 580), acertando o zero com o Branco. 
A absorbância da amostra será A2.
CÁLCULOS

Os cálculos abaixo baseiam-se também, na metodologia descrita no conjunto Ferro sérico Bioclin.

CLLF - Capacidade latente de ligação do Ferro

CTLF - Capacidade total de ligação do Ferro

IST - Índice de saturação da transferrina
CLLF (mcg/dL) = 500   -   (  ( A2 - A1 )   )  x   500

                                        Abs. do padrão
CTLF (mcg/dL) = CLLF + Ferro sérico
IST (%) =        Ferro sérico                     x 100

                Capacidade Total (mcg/dL)
Os resultados serão expressos em mcg/dL.
RESULTADOS

Unidade de Medida: mcg/dL
Fator de Conversão de Unidades (mcg/dL para SI): Multiplicar por 0,179
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 mcg/dL, para o presente método, foram obtidos através da determinação da Capacidade de Ligação do Ferro em populações sadias do sexo masculino

e feminino.
Capacidade Latente (CLLF) ............................. 140 – 280 mcg/dL

Capacidade Ligadora Total (CTLF) .................... 250 – 410 mcg/dL

Saturação de Transferrina (IST) ....................... 20 – 50 %
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 transporte do Ferro no plasma é feito por uma transferrina específica (Betaglobulina), que pode ser dosada indiretamente através da quantidade de ferro que ela pode fixar. Esta quantidade denomina-se Capacidade Total Ligadora do Ferro (CTLF).

Para o diagnóstico de sobrecarga ou deficiência de Ferro, os exames devem incluir um perfil hematológico completo, doseamento do Ferro, da CTLF e cálculo do índice de saturação

da Transferrina (IST).

As causas mais freqüentes do aumento da CTLF são: anemia por deficiência de Ferro, gravidez, uso de anticoncepcionais orais, estados de hipóxia.

Esta capacidade está diminuída nas doenças inflamatórias crônicas, doenças malignas, nefroses, intoxicação com ferro, talassemia major.

O IST está aumentado na intoxicação com ferro, nefroses, talassemia major, deficiência de piridoxina, anemia hemolítica e sideroblástica e diminuído nas deficiências de ferro, doenças malignas, infecções crônicas, gravidez e período menstrual.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até valores de Capacidade Ligadora residual igual a 450 mcg/dL. Para valores maiores, diluir o soro com água destilada ou deionizada e multiplicar o resultado pelo fator de diluição.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Uma agitação insuficiente dos reagentes poderá resultar em valores falsamente elevados. A utilização de água contaminada por Ferro aumentará a intensidade da cor do Branco, levando a resultados falsamente baixos.
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