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QUIMIFER - Ferro

Ferrozina
REG. MS: 10159820244

FINALIDADE. Reacdo colorimétrica para determinacdo quantitativa de ferro em amostras de soro e
plasma humanos. Somente para uso diagnastico “in vitro”,

PRINCIPI0. 0 on férrico presente na amostra e unido a transferrina é liberado por agéo do guanidinio
e reduzido a fon ferroso por &cido ascorhico. 0 fon ferroso forma um complexo colorido com a ferrozina
e pode ser quantificado por espectrofotometria quando medido a 550nm.

METODOLOGIA. Ferrozina

SIGNIFICADO CLINICO. A maior parte do ferro corporal € encontrada no componente heme das
hemeproteinas (principalmente hemoglohina, ou em formas de armazenamento (ferritina e hemos-
siderina). 0 ferro plasmatico e as varias enzimas contendo ferro representam menos de 1% do ferro
corporal total. Uma deficiéncia de ferro causa uma reducao na velocidade da sintese de hemoglobina,
e pode resultar na anemia ferropriva. A deficiéncia de ferro € mais comumente observada em mulheres
pré-menopausa, como resultado da perda de sangue durante a menstruacao, e em homens com san-
gramento indetectado do trato gastrointestinal. A deficiéncia de ferro também pode ser causada por
uma dieta pobre em ferro ou por absorgdo intestinal diminuida de ferro.

Ao contrario das mulheres pré - menopausa, 0s homens adultos néo devem utilizar suplementos de
ferro, porque os altos niveis teciduais de ferro correlacionam-se a um risco maior de infarto do miocar-
dio. Foi sugerido que o ferro inorganico livre pode promover a formacéo de radicais de oxigénio reativos,
particularmente a converséo de H,0 em radicais hidroxila altamente reativos. A maior formacdo de
radicais de oxigénio favorece a oxidacdo da LDL (lipoproteina de densidade baixa).

REAGENTES.
Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: Cloreto de guanidinio 1,0 mol/Le tampdo
acetato 0,4 mol/L, pH 4,0.

Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: Ferrozina 8 mmol/L e &cido ascorhico
200 mmol/L. Reagente volatil: manter o frasco do R2 em uso fechado e sob refrigeracéo para diminuir
avolatilidade.

Para alguns analisadores & necessario preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na pro-
porcdo: 1 parte do reagente 2+ 4 partes do reagente 1(4mLR1+1mLR2). Estavel por 6 meses a 2 - 8°C.

Padréo (cod 3036): conservar entre 2 - 8C. Solucao aquosa contendo ions de ferro com concentracao
de ferro rastreavel ao Material de Referéncia Padrao proposto pelo NIST 937, Verifique a concentracdo do
padrdo no rotulo do frasco.

0s reagentes no ahertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rotulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de 30 dias. Durante o
manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacdo de natureza quimica e microbiana gue podem
provocar reducdo da estabilidade.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS. Este reagente deve ser usado somente para diagnds-
tico “in vitro”. N&o pipetar com a hoca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os
olhos, lavar com grande guantidade de 4gua e procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trahalho bem como o tempo de reacdo para ohtencao
de resultados corretos. Nao usar o reagente se 0 mesmo estiver visualmente turvo, com presenca de
precipitado e/ou se a ahsorhancia do branco ultrapassar 0,0800 (convertido para 1,0 cm de espaco
6tico) quando medido a 560 nm,ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para
0 soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ahsor-
bancia em 560 nm (540 - 580nm).

2. Pipetas para medicdo de amostras e reagente.
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figua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.
Calibradores e soros controle.
Cronbmetro.

AMOSTRA. 0 ferroem amostras de soro ou plasma heparinizado & estavel por 7 dias se mantido entre 2 - 8°C.
Todas as amostras e controles sao considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado um jejum de 8 horas e coleta pela manha. Todavia, podera
ser modificado segundo orientacao médica

INTERFERENCIAS. Soros hemolisados no poero ser usados pois hemoglohina interferir no resultado
Lipemia <15 g/L e Bilirrubina < 20mg/dL ndo interferem no resultado.

0 material empregado no procedimento, deve estar completamente isento de ferro. £ aconselhéavel
utilizar material descartavel, lavar com acido ou fazer uso de tubos de plastico.

Medicacdes com ferro (oral, intravenosa ou intramuscular) podem afetar os niveis por até 2 a 4
semanas seguidas da administracdo oral de 600 mg de ferro succinato causa aumento triplo de
ferro sérico no prazo de 3 horas.

Algumas drogas e substancias afetam a concentracao do ferro, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura Ambiente
Comprimento de Onda 560nm (540 - 580nm)
Tipo de Reacdo Colorimétrica
Diregdo Crescente

Relacdo Amostra/Reativo | 1:5

Vol. Amostra 200 pL
Vol. Reagente de trabalho | 1.0 mL
Tempo de Incubacdo 5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padréo que acompanha o kit do cdd
3036. A concentracdo de ferro no Quimicalib € rastreavel ao método de referéncia proposto pelo
CLSI e no padrdo ao Material de Referéncia Padrdo proposto pelo NIST 937.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrucdes de uso do reagente, para alguns analisadores é necessario a utili-
zacao de reagente de trabalho. Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado
a seguir no procedimento manual até o item 3 (incubacdo), em seguida utilizar o equipamento para
leitura, seguindo protocolo analitico especifico haseado no item Pardmetros do Sistema.

PROCEDIMENTO MANUAL.

Preparar o Reagente de Trabalho: Misturar os reagentes na proporcao: 1 parte do reagente 2 +4 partes
do reagente 1 (4mLR1+1ImLR2). Reagente assim preparado permanece estavel por 6 meses a2 - 8°C.
7. Conduzir o reagente a temperatura ambiente

8. Separar4tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme ahaixo;
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Branco Reagente Branco Amostra Amostra/S.C. Padrdo
Agua destilada 200pL
Amostra/ S.C. 200pL 200pL
Padrdo 200pL
Reagente 1 1,0mL
Reagente de trah. 1,0mL 1,0mL 1,0mL 1,0mL




Nota: Realizar a incubacdo das amostras,calibrador e soro controle (S.C.) individualmente.

9. Homogeneizar bem eincubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

10.  Registraras ahsorbancias dos brancos de amostraa 560nm (540 580nm) contra a agua destilada.

1. Registrar as absorhancias das amostras, padrdo e soro controle (S.C.) contra o branco do reagentes a
560nm (540 580nm).

0bs.: Procedimento sugerido para espectrofotometros que requerem volume minimo de 1,0 mL e podem ser

ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que volumes de amostra

menores do que 10 pL aumentam a imprecisdo da medicao em aplicacdes manuais.

CALCULOS.
(Abs. = Absorhancia)
(Conc. = Concentracao)

Ferro da amostra (pg/dL) =
Abs. Amostra - Abs.Branco Amostra

Abs.Padrdo

x concentracao Padrdo (g/dL)

EXEMPLO:

Abs. Amostra=0.080

Abs. Branco da Amostra = 0.005 Abs. Padrdo = 0.134
Conc. Padrdo = 200pg/dL

Ferro Amostra =
0.080-0.005

0134

x200

Ferro Amostra=0.559 x 200
Ferro Amostra =112 pg/dL

Obs: pg/dL x 0.179 = mmol/L

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendao, o teste é linear até 1000 pg/dL.
Amostras com valores superiores a 1000 pg/dL devem ser diluidas com soludo salina a ponto de fica-
rem entre 6 - 1000 pg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicao.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratorio deve manter um programa interno de qualidade que de-
fina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter tamhém
um sistema definido para se monitorar a variacao analitica do sistema de medicéo. Aconselhamos 0 uso
dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cad. 7024/12024 ¢ 7031/12031.

VALORES ESPERADOS.

Masculinos: 65 - 175 pg/dL

Femininos: 50 - 170 pg/dL

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo.E recomendado que cada laboratrio estabe-
leca seu praprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS.
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resultados:

Namero de amostras 89
16,76 - 268,17 pg/dL
Coeficiente de correlagao | 0.9957

Intervalo dos resultados

Inclinaco 0,97
1,34 (ng/dL)

Intercepta

PRECISAQ. Estudos de precisio foram executados com dois niveis (normal e patol6gico) sendo que
cada amostra fora processada por 10 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média(ug/d) | 963 | 359
DP.(ug/dL) 19 22
CV. (%) 2l 53

EXATIDAO. As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia e em duplicata.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados;

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média (ug/dL) 917 3232
D.P. (pg/dL) 42 49
CV. (%) 2] 34
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SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 6 pg/dL

ESPECIFICIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodologica adequada.

OBSERVAGOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtencao de resultados corretos.

2. 0 material empregado no procedimento, deve estar completamente isento de ferro. E aconse-
|havel utilizar material descartavel ou lavado com écido nitrico a 50% (v/v).

3. Aégua utilizada no lahoratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacao. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo ). Para o enxagiie da vidraria
aagua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxagiie final utilizar agua tipo II.

APRESENTAGAOQ.

Linha Bioguimica Geral: RI=8x10mL+ R2=2x10mL+ P=Ix1,0mL
Linha SAT450: R1=2 x 40mL+ R2=1x 20mL

Linha Bulk: RI=1x 200mL+ R2=1x 50mL
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