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BIOTECNOLOGIA

CAPACIDADE LIGADORA DO FERRO
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Colorimétrico (Goodwin Modificado).

FINALIDADE:
Reagentes para a determinacdo da capacidade de ligacdo do ferro no soro.
Teste colorimétrico, somente para uso diagndstico in vitro.

FUNDAMENTO:

Ao incubar o padrdo de ferro com o soro em meio tamponado, ocorre a
saturacdo dos sitios disponiveis para o ferro na transferrina (proteina
transportadora). Com a adicdo da ferrozine, o excesso de ferro livre (que ndo
se ligou), forma um complexo na cor magenta brilhante que permite a
determinacdo da Capacidade Latente de Ligacdo de Ferro (CLLF).

SIGNIFICADO CLINICO:

A capacidade de ligacdo de ferro é uma medida da quantidade de ferro total
cuja as proteinas plasmaticas podem se unir. Normalmente, apenas um terco
dos sitios de ligacdo da transferrina estdo ocupados por ferro. Assim, a
transferrina plasmatica apresenta uma enorme reserva para ligacao de ferro.
O transporte do ferro é realizado por uma transferrina especifica chamada
betaglobulina que pode ser dosada indiretamente através da quantidade de
ferro que ela pode fixar. Esta quantidade é denominada de Capacidade Total
Ligadora do Ferro (CTLF).

Exames de ferro, capacidade total ligadora do ferro (CTLF), dosagem do
ferro, célculo do indice de saturacdo da transferrina (IST) e um perfil
hematoldgico completo sdo necessédrios para um diagndstico completo e
confidvel de sobrecarga ou deficiéncia de ferro.

Valores diminuidos de capacidade total ligadora do ferro (CTLF) sdo
encontrados na diminuicdo da sintese da transferrina, doencas inflamatérias
crénicas, neoplasias, talassemia maior, aumento na perda urindria de
transferrina, uremia, intoxicacdo por ferro e nefrose.

O indice de saturacdo da transferrina (IST) estd aumentado nos casos de
deficiéncia de piridoxina, talassemia maior, sobrecarga de ferro, anemias
hemoliticas, nefrose, reincidéncia de anemia perniciosa, intoxicacdo por ferro
e nas hepatites agudas. O mesmo se encontra diminuido na anemia por
deficiéncia de ferro, periodo menstrual, apés hemorragia aguda, infeccédo, na
gravidez (3° trimestre) e em neoplasias.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 15e 30°C

R1 - TAMPAO: Tris 0,5 M, Triton X-100 (1%), Fenoxietanol 8,4 mmol/L.
R2 - PADRAOQ: Sulfato de ferro amoniacal 74 mmol/L; Cloridrato de
Hidroxilamina 0,58 M.

R3 - COR: Ferrozine 28 mmol/L.

ESTABILIDADE:
Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo, quando
armazenados entre 15 e 30 °C se bem vedados e se for evitada a

contaminagao durante o uso.
O R2 - PADRAO quando armazenado entre 2° e 8°C tem sua estabilidade
aumentada.

TRANSPORTE:

O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao
destinatério no periodo méximo de 07 dias e em uma temperatura de até
37°C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado entre
15 e 30 °Ce em sua embalagem original.

PREPARO DOS REAGENTES:
Os reagentes estdo prontos para uso.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipula¢do dos
reagentes.

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos
para a execucao do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as amostras
devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes;

. A limpeza dos materiais utilizados é de grande importéncia. A vidraria
utilizada deve ser criteriosamente limpa e seca;

. Ao gotejar o reagente R3 — REAGENTE DE COR ndo deixar que as
gotas toquem as paredes dos tubos. Colocando-se o conta-gotas na
posicdo vertical as gotas cairdo diretamente sobre os liquidos, sem
tocas as paredes dos tubos;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos,
sugerimos utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou
federais para a preservacdo ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacao cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:

. Espectrofotémetro UV/VIS;

. Banho-Maria na temperatura constante de 37 °C;
e  Tubos e pipetas;

. Cronémetro.

AMOSTRAS BIOLOGICAS

*SORO

E estdvel por 7 dias se a amostras for conservada entre 2 — 8 °C. Ndo utilizar
amostra hemolisada.

INTERFERENCIAS

Todos os anticoagulantes interferem na dosagem. Ndo devem ser utilizados
soros ictéricos e amostras com Triglicérides > 900 mg/dL, hemoglobina >
200 mg/dL e bilirrubina = 35 mg/dL.

PROCEDIMENTO DO TESTE
1. METODO DE ANALISE

1.1 OBSERVACOES:

. A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem , da temperatura e do
tempo de reacdo é de extrema importancia para se obter resultados
precisos e exatos;

. Todo material utilizado no procedimento deve ser tratado com
solucdo de acido nitrico a 10% por 12 horas ou 4cido cloridrico por 1
hora, lavado exaustivamente com agua corrente e enxaguado com

4gua deionizada para evitar a contaminacdo com tracos de ferro;

. A 4gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-
se métodos adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras
saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes oxidantes que
deterioram os reativos.

1.2 COLORIMETRIA: B
Identificar trés cubetas como “B” — BRANCO, “A” — AMOSTRA e “P" PADRAO.
Proceder:

CUBETAS B A P

R1- TAMPAO 1,5mL 1,5 mL
R2 - PADRAO 0,5 mL 0,5 mL
Agua deionizada 1,0 mL 2,0 mL

Amostra 0,5mL

Agitar e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. O nivel da 4gua
deve ser superior ao nivel dos reagentes.
Acertar o zero com o tubo B (Branco). Determinar a absorbancia da
Amostra em 560 nm ou filtro verde (540 a 580). A absorbancia da Amostra
serd Al.

R3 —REAGENTE DE
COR
Agitar e incubar em banho-maria a 37 °C por 10 minutos.
Acertar o zero com o tubo B (branco). Determinar a absorbancia da
Amostra (A) e do Padrao (P) em 560 nm ou filtro verde (540 a 580). A
absorbancia da Amostra serd A2, e do Padrdo serd Ap.

1 gota 1 gota 1 gota

1.3 Célculos

CLLF: Capacidade Latente de Ligacdo de Ferro
CTLF: Capacidade Total de Ligagdo de Ferro
IST: Indice de Saturacdo de Transferrina

A1: Absorbancia da Amostra 12 leitura

A2: Absorbancia da Amostra 28 leitura
Ap: Absorbancia do Padrao

CLLF = 500- {(A2-A1/Ap)x 500}

Exemplo:
A1=0,066
A2 =0,401
Ap=0,408

CLLF =500 - {(0,401-0,066/0,408) x 500} = 89
CLLF = 89 pg/dL

CTLF (ug/dL) = Ferro sérico + CLLF

IST% = (Ferro Sérico/ CTLF) x 100

Transferrina (mg/dL) = CTLF x 0,70

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1. Linearidade da reacao:

A linearidade do método é de até 450 upg/dL. Para amostras com
concentracdes mais elevadas, diluir a amostra com &gua destilada ou
deionizada, efetuar nova determinacdo e multiplicar o valor obtido pelo fator
de diluicdo.

2- valores de referéncia

CTLF: 250 a 410 pg/dL

Para converter os valores de pg/dL em pmol/L multiplicar por 0,179.
CLLF: 140 - 280 pg/dL

IST: 20 - 50%

Estes valores devem ser utilizados como uma orientacdo. E recomendado que



cada laboratério estabeleca seus proprios valores de referéncia.

3. Sensibilidade

1,59 mEq/L

4. Comparacdo de métodos

O kit para a determinacdo da capacidade ligadora do ferro foi comparado
com outros kits comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram
utilizadas na comparacdo dos testes, dentre essas, soros controle e amostras
de pacientes. Os resultados obtidos mostraram boa concordancia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
da repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os soros foram reconstituidos
e/ou preparados seguindo as recomendacbes do fabricante. Trinta
determinagdes dos soros controle foram realizadas com o kit de Capacidade
Ligadora do Ferro da VIDA Biotecnologia para a determinacdo da
repetibilidade e 10 determinagcdes por soro controle para a
reprodutibilidade. As médias das determinacoes foram calculadas e
comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP .
SC1 30 311,9 3,47 1,11
SC2 30 305,4 3,51 1,15

5.2 Reprodutibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP V%
SC1 10 342,7 4,61 1,35
SC2 10 159,3 6,22 3,91

6. Controle de Qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as
recomendacoes do fabricante. Dez determinacdes dos soros controle foram
realizadas com o kit de Capacidade Ligadora do Ferro da VIDA Biotecnologia.
As médias das determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores
alvo.

CoSnotrr%le Valor alvo Medlzgg(sj\o/glores % de Recuperacdo
SC1 312,4 309,6 99,1
SC2 161,4 163,8 101,4
SC3 256,3 2541 99,2

Todo soro controle contendo valores determinados pelo método de
Goodwin para capacidade ligadora de ferro podem ser empregados.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto ndo
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado
por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaugoes descritas
nos produtos, desempenhard suas funcées com qualidade, seguranca e
eficacia.

APRESENTACAO DO KIT
CcODIGO REAGENTE VOLUME N° TESTES
R1-TAMPAO 1x60mL
R2 - PADRAO 1x20mL
100/210-040 R3 - REAGENTE DE 1x2.5mL 40
COR '
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INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacdes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICAGAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO
DO PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBU{DO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536;
Belo Horizonte. Minas Gerais — www.vidabiotecnologia.com.br
Departamento de Servicos Associados | (31)34663351;
dsa@vidabiotecnologia.com.br

Responsével Técnico: Renato Silva CRBIO4 - 57360/04-D

Reg.M.S. 80785070008

Rev.: 01/2022
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