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CÁLCIO-PP

FUNDAMENTO
O cálcio presente na amostra reage com a o-cresolftaleína complexona em meio alcalino, formando um complexo de cor violeta que é quantificado fotometricamente em 570 nm. A hidroxiquinoleína presente no reativo evita a interferência do magnésio.
APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem do Cálcio no sangue, urina e outros líquidos biológicos é empregada principalmente para avaliar o metabolismo do cálcio. Valores altos são encontrados no hiperparatireoismo, hipervitaminose D, doença de Paget e doenças malígnas com comprometimento ósseo. Valores baixos são encontrados no hipoparatireoidismo, deficiência de vitamina D, nefropatias, mal absorção intestinal, osteomalácia e transfusões maciças.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro, Plasma (heparina) e Urina. 

Devido ao aumento da permeabilidade das hemácias ao cálcio, separar o soro ou plasma até uma hora após a coleta.
Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito no soro ou plasma é estável por 6 dias entre 2-8°C.

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

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

REAGENTE UTILIZADO

CÁLCIO PP

CAT. 448

MS 80022230080

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8°C.
1. Padrão - Contém Cálcio 10 mg/dL e formol 0,1%. 
O Padrão é rastreável ao Standard Reference Material – SRM 915 do National Institute of Standards and Technology – NIST.
2. Tampão - Contém tampão etanolamina 920 mmol/L, pH 12,0.
3. Cresolftaleína - Contém o- cresolftaleína complexona 0,32 mmol/L, ácido clorídrico 130 mmol/L e 8-hidroxiquinoleína 13 mmol/L.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

1- Presença de partículas e turbidez indicam deterioração dos reagentes.

2- A absorbância do Reagente de Trabalho medida contra água em 570 nm deverá ser inferior a 0,750.

Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.
3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura entre 550 – 590 nm);
· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

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

Procedimento Técnico Alternativo

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

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Influências Pré – Analíticas

O cálcio sérico se eleva ligeiramente após a prática de exercício físico e após a realização da hemodiálise.

Na gravidez e no alcoolismo crônico, os valores de cálcio estão ligeiramente diminuídos.

Interferências

Os anticoagulantes quelantes de cálcio (EDTA, oxalato, fluoreto, citrato) interferem, fornecendo resultados falsamente diminuídos.

A hemólise (hemoglobina até 180 mg/dL), a bilirrubina até 38 mg/dL e a lipemia (triglicérides até 900 mg/dl) não produzem interferências significativas.

Amostras com triglicérides acima de 900 mg/dL produzem resultados falsamente elevados por interferência fotométrica.

Minimização da ação de interferentes
Para amostras com triglicérides acima de 900 mg/dL, bilirrubina acima de 38 mg/dL e hemoglobina acima de 180 mg/dL seguir o seguinte procedimento:

1-Em duas cubetas rotuladas de “Branco” e “Teste” pipetar 1000 µL de Reagente de Trabalho e adicionar 20 µL de amostra no tubo teste. Misturar e fazer a leitura fotométrica em 570 nm acertando o Zero de absorbância com o Branco.

2-Adicionar 20 µL de anticoagulantes (EDTA Gold Analisa Cat.330) nos tubos Branco e Teste.

3-Misturar e fazer a leitura fotométrica em 570 nm acertando o Zero de absorbância com o Branco.

4-Usar a diferença entre as duas absorbâncias do teste para calcular o resultado.
PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Notas

1- O material utilizado no procedimento deve estar completamente isento de cálcio. Recomenda-se utilizar material descartável ou lavado com ácido nítrico a 50% (v/v) ou detergente não iônico. Lavar a vidraria com bastante água corrente e enxaguar com água deionizada para evitar a obtenção de resultados incorretos devido à contaminação com traços de cálcio.

2- O uso de detergente iônico na limpeza do material é uma fonte de contaminação com cálcio.

A-Condições de Reação

               Leitura: Comprimento de onda 570 nm (550 a 590 nm)

               Medida: Contra o Reagente de Trabalho
               Tipo de Reação: Ponto final

Preparo do Reagente de Trabalho

De acordo com o consumo, misturar suavemente os reagentes 2 e 3 na seguinte proporção: 3 volumes de Tampão (2) mais 1 volume de Cresolftaleína (3). O Reagente de Trabalho é estável por 8 horas entre 15-25°C. 
A sua coloração é violeta com absorbância próxima de 0,500, fato que não compromete o seu desempenho.

B-Técnica de Análise
1- Identificar 2 cubetas do fotômetro com “Teste” e “Padrão” e pipetar em cada uma 1000 µL de Reagente de Trabalho.
2- Selecionar o comprimento de onda no aparelho 570 nm (550 a 590 nm).

3- Acertar o Zero de absorbância com a cubeta Padrão contendo 1000 µL de Reagente de Trabalho.

4- Adicionar á cubeta Padrão 20 µL de Padrão(1).

5- Misturar bem e fazer a leitura fotométrica do Padrão (AP).

6- Acertar o Zero de absorbância com a cubeta Teste contendo 1000 µL de Reagente de Trabalho.

7- Adicionar á cubeta Teste 20 µL de amostra a ser analisada.

8- Misturar bem e fazer a leitura fotométrica do Teste (AT).

Nota

Este procedimento possibilita a eliminação da interferência de traços de cálcio que possam estar presentes na vidraria.
CÁLCULOS

Ver linearidade.

Como a metodologia obedece a Lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

Concentração do Padrão = CP
 Absorbância do Padrão = AP
Concentração do Teste = CT
 Absorbância do Teste = AT
Exemplo:  CP = 10,0 mg/dL        AP = 1,342       AT = 1,326
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CT = FC  x  AT = 7,5  x  1,326 = 9,9 mg/dL

Dosagem na urina

A-Coleta e preparo da Amostra

1-Instruir o paciente para coletar corretamente a urina no período de tempo estipulado pelo médico (12-24 horas ou outro).

2-Coletar a urina de 24 horas em um frasco contendo 20 mL de HCL 6 mol/L (50%v/v).

3-Homogeneizar a urina durante a coleta.

4-A amostra previamente acidificada deve ser homogeneizada antes da análise.

5-Medir o volume e retirar uma alíquota para a dosagem.

6-Se a urina coletada não estiver acidificada, acidificar no laboratório adicionando 20 ml de HCL 6M (50% v/v) e homogeneizar bem.
7-Esperar 60 minutos e seguir o procedimento.

B- Dosagem e cálculos

Dosar o cálcio empregando o mesmo procedimento do soro, obtendo o resultado em mg/dL.

CT em mg/24 horas é encontrado multiplicando o valor obtido em mg/dL pelo volume de urinário (mL) de 24 horas e dividindo o resultado por 100.

Exemplo

Se Cálcio na urina = 15,5 mg/dL

Se Volume de 24 horas = 1350 mL

CT em mg/24 horas = (15,5 × 1350) ÷ 100 mL = 209 mg/24horas
CÁLCIO IONIZADO (CaI):
Ca = Cálcio sérico (mg/dL)       P= Proteína total (g/dL)       A= Albumina (g/dL)
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Atenção

• Esta técnica de dosagem é adequada para fotômetros cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor do que 1000 µL.

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos. 
• Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

RESULTADOS

Fator de Conversão de Unidades (mg/dL para SI)

mmol/L de cálcio = mg/dL de cálcio × 0,25
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.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

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: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

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

1-Soro ou plasma
Adultos: 8,8 a 11,0 mg/dL

Crianças

	Idade
	mg/dL

	Cordão umbilical
	8,2 a 11,2

	Prematuros
	6,2 a 11,0

	Até 10 dias
	7,6 a 10,4

	Lactentes
	9,0 a 11,0

	De 2 a 12 anos
	8,8 a 10,8


Cálcio Iônico

	De 1 a 18 anos
	4,80 a 5,52 mg/dL

	Adultos
	4,60 a 5,40 mg/dL


2-Urina
1- Dieta isenta de cálcio: 5 a 40 mg/24 horas.

2- Dieta restrita de cálcio: até 200 mg/24 horas.

Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.
SIGNIFICADO CLÍNICO

A dosagem de cálcio no soro é empregada para avaliar a função da paratireoide e o metabolismo do cálcio, uma vez que o cálcio sérico é mantido dentro dos limites fisiológicos pela ação combinada do paratormônio (PTH) e vitamina D através de seus efeitos sobre os ossos, intestinos e rins. Cerca de metade do cálcio total existe no sangue em sua forma livre (ionizado) e a outra metade encontra-se combinada com proteínas, principalmente com a albumina. A dosagem do cálcio avalia as duas formas, livre e combinado. O cálcio ionizado pode ser determinado através de técnicas de eletrodo íon-seletivo ou pode ser calculado através de fórmula específica. A vantagem de se dosar o cálcio ionizado é evitar a interferência dos níveis de albumina.

Valores Aumentados

A hipercalcemia ocorre no hiperparatireoidismo, neoplasmas com metástase óssea, alguns casos de câncer de pulmão, rins, bexiga sem envolvimento ósseo, hipervitaminose D, sarcoidose, mieloma múltiplo quando as proteínas estão elevadas, acromegalia, doença de Paget.

A hipercalcemia está associada ao uso de drogas como os tiazídicos, vitaminas A e D, antiácidos alcalinos e carbonato de lítio.

Valores Diminuídos
As causas mais comuns de hipocalcemia são: hipoparatireoidismo idiopático ou cirúrgico; pseudo hipoparatireoidismo; insuficiência renal; deficiência de vitamina D; doença gastro-intestinal que interfere com a absorção de vitamina D ou cálcio (esprue, esteatorréia); nefrose ou outras condições com baixos níveis de proteínas séricas; pancreatite aguda; deficiência de magnésio.

LINEARIDADE 
Linearidade

A reação é linear até 16,0 mg/dL. Para valores maiores diluir a amostra com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%), realizar nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Sensibilidade Analítica
O limite de detecção é igual a 0,1 mg/dL, equivalente a média mais dois desvios padrão (DP) obtidos a partir de 20 determinações em uma amostra protéica não contendo cálcio.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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