Iron

Finalidade
Método colorimétrico direto para a determinagdo de ferro em soro ou plasma.

Significado clinico

O ferro encontra-se distribuido no organismo em diferentes formas que incluem: hemoglobina,
ferro tissular e mioglobina. O transporte de ferro de um 6rgdo a outro realiza-se mediante uma
proteina transportadora: a apotransferrina. O complexo formado com o ferro é conhecido
como transferrina.

A ferritina, localizada em quase todas as células do corpo, constitui uma reserva de ferro
disponivel para a formagdo da hemoglobina e outras proteinas que contém o grupo heme.
A absorgdo de ferro é realizada principalmente no duodeno.

Tanto a ferritina como a transferrina encontram-se nas células da mucosa intestinal e ambas
regulam a absorgdo de ferro.

As maiores desordens do metabolismo de ferro relacionam-se com a deficiéncia ou excesso.
No entanto, observam-se alterages em muitas outras doengas como anemia, doengas car-
diovasculares, hepatite cronica, doengas renais e infecgdes.

A anemia por perda de ferro representa um dos transtornos organicos mais frequentes,
principalmente em criangas, mulheres jovens, gravidas e idosos. Também constituem causas
de anemia ferropénica as Ulceras géstricas ou duodenais e carcinoma de estdbmago.

Por outra parte, o excesso de ferro associa-se com outras desordens como hemosiderose,
hemocromatose e anemia sideroblastica.

As técnicas fotométricas para a determinagdo de ferro em soro baseiam-se na formagdo
de um complexo com um cromogénio, entre os quais, a ferrozine e batofenantrolina sdo os
mais usados.

Este método utiliza um agente quelante adicional, o ferene, para aumentar a sensibilidade do
ensaio colorimétrico. O ferene apresenta uma elevada absortividade molar, € mais sensivel que
a ferrozine e facilita a detecgdo de ferro.

Fundamento do método

O ferro é liberado do complexo de transferrina em meio acido e se reduz a Fe () com acido
ascorbico. Logo apds reage com o reagente de cor, o ferene, dando origem a um complexo
de cor azul que é medido a 600 nm. A absorbancia obtida é diretamente proporcional a
concentragdo de ferro.

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo de acido citrico 200 mM, acido ascdrbico 34 mM, tiouréia 100 mM
e tensioativo.

B. Reagente B: solugdo estabilizada de ferene >3 mM.

S. Padrdo: solucdo de ions ferro (11l) equivalente a 100 ug/dL.

Reagentes ndo fornecidos
- Laborcal da Laborlab.
- Agua desionizada.

InstrugGes de uso
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

Precaugdes

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro". Evitar a ingestdo e o contato com os olhos.
O Reagente A contém tiouréia. Estudos experimentais realizados com esta droga demonstra-
ram um possivel efeito carcinogénico.

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no laboratério de
andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme a regulagdo local vigente.

Estabilidade e instrugdes de armazenamento

Reagentes A e B: sdo estaveis sob refrigeragdo (2-10°C) até a data do vencimento indicada
na embalagem.

Padrdo: estavel sob temperatura ambiente (< 25°C) até a data do vencimento indicada na
embalagem.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

Variagdes nas leituras de Brancos de Reagentes e/ou Padrdo, sdo indicios de contaminagdes
ocasionais (agua, material de vidro, etc.).

Um aumento no valor dos Brancos indicard uma contaminagdo com ferro.

Amostra

Soro ou plasma com heparina

a) Coleta: o paciente deve estar em jejum, sendo que as extragdes devem ser realizadas
sempre na mesma hora (preferencialmente de manha) ja que as oscilagdes fisiologicas sdo
muito importantes durante o dia.

b) Aditivos: se a amostra é plasma devera utilizar-se heparina como anticoagulante.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: o soro e o plasma heparinizado podem ser
conservados até uma semana sob refrigeragdo (2-10°C) ou até um ano a -20°C.

Interferéncias

N3o é observada interferéncia pela hemoglobina até 300 mg/dL, bilirrubina conjugada até
12 mg/dL, bilirrubina ndo conjugada até 35 mg/dL, nem heparina até 50 Ul/mL. Os trigli-
cerideos ndo interferem até 1000 mg/dL utilizando técnica automatica, nem até 250 mg/dL
com técnica manual.

Embora hemdlises ligeiras ndo interferem com este método, o International Committee for
Standardization in Hematology (ICSH) recomenda a utilizagdo de soro livre de hemdlise.
Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotdmetro ou analisador automatico.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Tubos ou cubetas espectrofotométricas.

- Crondmetro.

Condigdes de reagdo

- Comprimento de onda: 600 nm

- Temperatura de reagdo: temperatura ambiente (< 25°C)
- Tempo de reagdo: 5 minutos

- Volume de amostra: 200 uL

- Volume total de reagdo: 1,4 mL

Procedimento

Em trés tubos marcados B (Branco de Reagente), P (Padrdo) e D (Desconhecido), colocar:

B P D
Agua bidestilada 200 uL - -
Padrdo - 200 uL -
Amostra - - 200 uL
Reagente A 1mL 1mL 1mL

Misturar. Ler a absorbancia do tubo D (Branco de Soro BS) em espectrofotémetro a 600 nm
levando a zero o aparelho com agua. Depois adicionar:

Reagente B 200 uL 200 uL 200 uL

Misturar imediatamente. Voltar a ler cada tubo em 5 minutos, levando o aparelho a zero
com dgua.

Estabilidade da mistura de reagdo final
Os tubos devem ser lidos entre 5 e 30 minutos apds completados os passos do procedimento.

Calculo dos resultados
Corrigir as leituras de P e D, subtraindo os Brancos correspondentes:
P - B =P corrigido
D - (B + BS) = D corrigida
Fe (ug/dL) = D corrigida x f

100 ug/dL (Padrdo)*
onde: f =

P corrigido

* Se utilizar Laborcal, consultar os valores determinados ja que sdo lote especifico. Neste caso,
a leitura do calibrador devera se corrigir subtraindo o branco correspondente.

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)

Amostra

B Branco de amostra: 0,048
D Amostra: 0,167
Absorbancia da amostra (D corrigida): 0,167 — (0,048 + 0,028): 0,167 — 0,076 = 0,091

Padrdo
BS Branco de Padr3do: 0,028
S Padrdo: 0,090
Absorbancia do Padréo (S corrigido): 0,090 —0,028: 0,062
100 ug/dL
Fator= ——— =1613
0,062
Fe (ug/dL) = 0,091 x 1613 = 147 ug/dL

Meétodo de controle de qualidade
Processar dois niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e Laborcontrol
2 da Laborlab) com concentragdes conhecidas de ferro, com cada determinagdo.
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Valores tedricos
Homens: 65 a 175 ug/dL (11,6-31,3 umol/L)
Mulheres: 50 a 170 ug/dL (9-30,4 umol/L)

Valores de referéncia

C€
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Homens: 114,6 ug/dL (20,5 umol/L)
Mulheres: 103,3 ug/dL (18,5 umol/L) Vi

S

E recomendavel que cada laboratério estabelega seus préprios valores de referéncia.

<

Conversdo de unidades ao sistema S|
Ferro (ug/dL) x 0,179 = Ferro (umol/L)
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Limitagdes do procedimento

- Vide “Interferéncias”.

- Sdo necessarios valores de Branco aceitaveis para antecipar as possiveis contaminagdes
com ferro da dgua e os reagentes. O Branco de Reagente processado segundo a bula, ndo
deve superar 0,05 D.O. devendo ser ainda desprezivel a contribuigdo de dgua no Branco.
Recomenda-se o uso de dgua de qualidade comprovada.

- O Reagente A pode adquirir uma leve cor amarela que ndo altera a sua reatividade.

- Limpeza do material: todo o material de laboratério utilizado deve estar livre de ferro,
submergindo-o durante 6 horas em HCl p.a. 10%, eliminando a acidez com vérios lavados
com agua livre de ferro. Todo o material deve ser utilizado sé para a determinagdo de ferro.

Desempenho

a) Reprodutibilidade: processando segundo o documento EP15-A do (CLSI), obteve-se o
seguinte:
Precisdo intra-ensaio (n = 20)

b) Linearidade: a reacdo é linear até 1500 ug/dL em analisa dores automaticos e até 1000 ug/dL
utilizando a técnica manual.

c) Limite de detecg¢do: a minima concentragdo de ferro detectavel utilizando o método de
Iron da Laborlab é 1 ug/dL.

d) Limite de quantificagdo: a minima concentragdo de ferro que pode-se quantificar com
precisdo e exatiddo aceitaveis com o método de Iron da Laborlab é 4 ug/dL.

Parametros para analisadores automaticos

Para a programagao consultar o manual de uso do analisador a ser utilizado.

Para a calibragdo deve-se utilizar o Laborcal da Laborlab segundo os requerimentos do
analisador.

Apresentacao

1 x 80 mL Reagente A
1x 16 mL Reagente B
1x20 mL Padrao
(Cdd. 1770180)
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Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do prazo de validade e
seja comprovado pelo Departamento Técnico da Laborlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que
ndo houve falhas técnicas na execugdo e manuseio deste kit, assim como em sua conservagéo.
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Nivel D.P. CV.
61,84 ug/dL +0,87 ug/dL 1,40 %
116,89 ug/dL +0,46 ug/dL 0,39 %
236,31 ug/dL +0,72 ug/dL 0,31% ]

Precisdo total (n = 20)
Nivel D.P. C\V.
(GonTRol] 7]

61,82 ug/dL +0,88 ug/dL 1,42 %
116,89 ug/dL +1,30 ug/dL 1,11%
236,31 ug/dL +2,83 ug/dL 1,20 % REF

SiMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

Representante autorizado na Comunidade Europeia

Uso médico-diagndstico "in vitro"

Conteudo suficiente para <n> testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

N3o congelar

Risco bioldgico

Volume ap6és da reconstituicdo
Conteudo

Ndmero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso
Calibrador

Controle

Controle Positivo

Controle Negativo

Ndmero de catalogo
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