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Método colorimétrico direto para a determinacao 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 érgao a outro realiza-se mediante
uma proteina transportadora: a apotransferrina.

O complexo formado com o ferro é conhecido como trans-
ferrina.

A ferritina, localizada em quase todas as células do corpo,
constitui uma reserva de ferro disponivel para a formagao da
hemoglobina e outras proteinas que contém o grupo hemo.
A absorcao de ferro é realizada principalmente no duode-
no. Tanto a ferritina como a transferrina encontram-se nas
células da mucosa intestinal e ambas regulam a absorcéo
de ferro.

Os mais grandes desordens do metabolismo de ferro
relacionam-se com a deficiéncia ou excesso. No entanto,
observam-se alteragbes em muitas outras doengas como
anemia, doengas cardiovasculares, hepatite crénica, doen-
¢as renais e infecgoes.

A anemia por perda de ferro representa um dos transtornos
organicos mais frequientes, principalmente em criancas, mu-
Iheres jovens, gravidas e idosos. Também constituem causas
de anemia ferropénica as Ulceras gastricas ou duodenais e
carcinoma de estdmago.

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

FUNDAMENTO DO METODO

O ferro sérico libera-se de sua ligagdo com sua proteina
transportadora especifica, a transferrina, tampao acetato
de pH 4,5 e em presenga de um redutor, o acido ascorbico.
Depois reage com o reagente de cor, piridil bis-fenil triazina
sulfonato (ferrozina) obtendo-se um produto de cor magenta,
que se mede a 560 nm.

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: solucéo de acetato 150 mmol/l para pH 4,5
contendo guanidina.

B. Reagente B: acido abscorbico.

C. Reagente C: solugao estabilizada de ferrozina.

S. Padrao: solugdo de idnes Fe (Ill) equivalem a 100 ug/dl.

Concentragodes finais

Acetato ....eeeiiiiic 150 mmol/l, pH 4,5
Ferrozina .........ccooviiuiiieee e 0,2 mmol/l
Acido abSCOrbICO ... 0,03 moll/l
GUANIAING ..o 4,0 mol/l

REAGENTE NAO FORNECIDO
- Calibrador A plus da Wiener lab.
- Agua destilada.

INSTRUGOES DE USO

Reagente C: pronto para uso.

Padrao: pronto para uso.

Reagente de Trabalho: transferir ao frasco de Reagente B
a quantidade de Reagente A indicada no rétulo. Colocar a
data de preparo.

PRECAUGOES

Os reagentes séo para uso diagnodstico "in vitro".

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

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

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob temperatura
ambiente (< 25°C) até a data do vencimento indicada na
embalagem.

Reagente de Trabalho: é estavel por 3 meses a contar da
data de sua preparagdo conservado sob refrigeragéo (2-
10°C) ou por 10 dias sob temperatura ambiente (18-25°C).

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

VariagOes nas leituras de Brancos de Reagentes e/ou
Padrao, sao indicios de contaminagbes ocasionais (agua,
material de vidro, etc.). Aumento no valor dos Brancos indi-
cara uma contaminagao com ferro.

AMOSTRA

Soro ou plasma

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

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

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo se observa
interferéncia pela hemoglobina até 90 mg/dl, bilirrubina até
15 mg/dl, nem heparina até 50 Ul/ml.

Amostras lipémicas podem levar a resultados erréneos.
Niveis de triglicerideos de 3,72 g/l produzem interferéncias.
Embora hemolises ligeiras néo interferem com este método,
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o International Committee for Standardization in Hematology
(ICSH) recomenda a utilizagéo de soro livre de hemdlise.
Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas
neste método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: o soro
e o plasma heparinizado podem ser conservados até uma
semana sob refrigeracao (2-10°C).

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotémetro ou fotocolorimetro.

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

CONDIGCOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 560 nm em espectrofotdmetro ou
540-560 nm em fotocolorimetro com filtro verde.

- Temperatura de reagao: temperatura ambiente

- Tempo de reagéo: 5 minutos

- Volume de amostra: 200 ul

- Volume total de reagéo: 1,4 ml

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

B P D
Agua bidestilada 200 ul - -
Padrao - 200 ul -
Amostra - - 200 ul
Reagente de Trabalho 1 ml 1ml 1ml

Misturar. Ler a absorbancia do tubo D (Branco de Soro
BS) em espectrofotdmetro a 560/580 nm ou em fotoco-
lorimetro com filtro verde (540/560 nm) levando a zero
o aparelho com agua. Depois adicionar:

Reagente C 200 ul 200 ul 200 ul

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

ESTABILIDADE DA MISTURA DE REAGAO FINAL
Os tubos devem ser lidos entre 5 e 60 minutos ap6s com-
pletados os passos do procedimento.

CALCULOS DOS RESULTADOS
Corrigir as leituras de P e D, subtraindo os Brancos cor-
respondentes:
P - B = P corrigido
D - (B + BS) = D corrigida
Fe (ug/dl) = D corrigida x f
100 ug/dl
onde: f= ——
P corrigido

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE
Processar dois niveis de um material de controle de qua-

lidade (Standatrol S-E 2 niveles) com concentragbes
conhecidas de ferro, com cada determinagéo.

VALORES TEORICOS
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 REFERENCIA

Em um grupo de 20 mulheres e 20 homens sadios, com
idades entre os 18 e 51 anos, foram encontradas faixas de
55 a 175 ug/dl* com as seguintes médias:

Homens: 114,6 ug/dl (20,5 umol/l)
Mulheres: 103,3 ug/dl (18,5 umol/l)

*Valores de referéncia extraidos de arquivos da Wiener lab.
E recomendavel que cada laboratério estabelega seus pro-
prios valores de referéncia.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
Ferro (ug/dl) x 0,179 = Ferro (umol/l)

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

- Valores de Branco aceitavel: a determinagao de oligoe-
lementos comprometem as possiveis contaminagbes de
agua e os reagentes. O Branco de Reagente, realizado
segundo o Manual de Instru¢des, ndo deve superar 0,150 D.O.
devendo ser ainda desprezivel a contribuigdo de agua no
Branco. Para poder ser controlado, recomenda-se o uso
de agua de qualidade comprovada (condutibilidade menor
a 0,02 uOhmes).

- Limpeza do material: todo o material do laboratdrio utilizado
deve estar livre de ferro, submergindo-o durante 6 horas em
HCl p.a. 10-15%, eliminando a acidez com varios lavados
com agua livre de ferro. Enxugar o material perfeitamente
a temperatura nao superior a 80°C em cesto de ago inoxi-
davel ou recoberto com plastico. Todo o material deve ser
utilizado sé para a determinacéo de ferro.

DESEMPENHO
a) Reprodutibilidade: processando duplicatas das mesmas
amostras no mesmo dia, foram obtidos os seguintes dados:

Nivel D.P. C.v.
146,5 ug/dl +1,93 ug/dl 1,32 %
324,6 ug/dl +1,76 ug/dl 0,54 %

Processando a mesma amostra em diferentes dias, obteve-
se 0 seguinte:

Nivel D.S. C.V.
142,8 ug/dl + 2,50 ug/dl 1,75 %
314,0 ug/dl + 3,93 ug/dl 1,25 %

b) Recuperacao: adicionar quantidades conhecidas de Fe
() a aliquotas de um mesmo soro, recuperou-se entre 90
e 103%.

c) Linearidade: a reacéo é linear até 1000 ug/dI.

d) Limite de detecgao: 6,05 ug/dl.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagéo consultar o manual de uso do analisador
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a ser utilizado. Para a calibragdo deve-se utilizar Calibra-
dor A plus da Wiener lab., segundo os requerimentos do
analisador.

APRESENTAGAO
-5 x 20 ml (Cd. 1492003).
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simBOLOS
Os seguintes simbolos séo utilizados nos kits de reagentes
para diagnéstico da Wiener lab.

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

Representante autorizado na Comunidade Européia
Uso médico-diagnéstico "in vitro"
Conteudo suficiente para <n> testes
Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)
Nao congelar

Risco biolégico

Volume ap6s da reconstituicao

Cont. Contetido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instru¢des de uso
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