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T resumo

Calcio fonizado Introducéo: A dosagem de célcio ionizado, em nosso meio, tem se tornado freqiiente em substituicdo a
de célcio total, com vantagens, por ser a fraco fisiologicamente ativa e pelo desenvolvimento de meto-
dologia robusta e com relacéo custo/beneficio adequada. Seu uso implica a necessidade de definicdo de
Variagdo pré-analitica intervalos de referéncia. Objetivo: Estimar o intervalo de referéncia para o célcio ionizado sérico e avaliar
interferéncias do tempo de permanéncia do torniquete e do resfriamento da amostra. Material e método:
Para a estimativa do intervalo de referéncia, foram incluidos os resultados de 11.320 dosagens consecutivas
de célcio ionizado realizadas de janeiro de 2000 a novembro de 2002; para avaliar o efeito da refrigeracéo
foram realizadas 16 coletas em duplicata, sendo que um dos tubos foi colocado em banho de gelo imedia-
tamente apés a coleta e o outro foi mantido a temperatura ambiente; para avaliar o efeito do tempo de
garroteamento, em seis voluntérios foi realizada a coleta em um dos bracos imediatamente apés a aplicagdo
do torniquete e, no outro braco, apés 3 minutos de garroteamento. O sangue foi colhido em tubos sem
ar, contendo gel separador, e centrifugado em até 30 minutos ap6s a coleta. Todas as dosagens foram
realizadas em até 4 horas apds a centrifugacéo por eletrodo ion-seletivo. Resultados: Considerando-se os
95% centrais dos dados, os limites inferior e superior foram 1,11mmol/| (intervalo de confianca de 90%:
1,1 a 1,1Tmmol/l) e 1,4mmol/I (intervalo de confianca de 90%: 1,39 a 1,41mmol/l), respectivamente.
Nao foram detectadas diferencas significativas nos resultados das amostras com e sem refrigeracao e entre
as amostras coletadas com menos de um minuto e com trés minutos de garroteamento.

Intervalo de referéncia

abstract IS " ™

Introduction: The ionized serum calcium determination has become frequent replacing the total calcium with | Ionized calcium
advantages: it is the physiologically active fraction, and the availability of robust methodology with favorable
cost/benefice ratio. The use of this methodology implies in reference interval estimation. Objective: To estimate
the reference interval for serum ionized calcium, and to evaluate interferences in tourniquet time application, and | pre-analytical variation
interferences in sample refrigeration before analysis. Material and method: to estimate the reference interval we
included the results of 11,320 consecutive calcium ionized determinations accomplished from January 2000 to
November 2002, in order to evaluate the effect of sample refrigeration, 16 samples were collected in duplicate, so
that one tube was placed in ice bath and the other was maintained in room temperature. To evaluate the effect
of tourniquet application time, we collected blood samples from one arm of 6 normal subjects, immediately after,
and from the other arm, after 3 minutes of the tourniquet application. The blood was collected in evacuated tubes
with gel separator and centrifuged up to 30 minutes after collection. All determinations were performed up to 4
hours after the centrifugation by ion-selective electrode. Results: regarding to the central 95% data distribution,
the inferior and superior limits were, respectively, 1.11 (confidence interval of 90%: 1.1 to 1.11) and 1.4mmol/I
(confidence interval of 90%: 1.39 to 1.41). No significant differences were detected between results with and without
refrigeration and between samples with less than 1 and after 3 minutes of tourniquet application.
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Introducéo

O célcio circulante permanece em equilibrio dindmico
em varias formas, sendo que aproximadamente 45% a 50%
estao na forma idnica; 40% correspondem a fracéo ligada as
proteinas, principalmente a albumina, e os restantes 10% a
15% estao ligados a anions de baixo peso molecular, como
bicarbonato, citrato, fosfato e lactato, sendo referidos como
célcio complexado.

A proporcdo entre essas formas é determinada por pH,
temperatura, forca idnica e concentracéo de outros fons,
especialmente o magnésio, presentes na amostra. A forma
idnica, denominada célcio ionizado, é o componente fisio-
logicamente ativo, e varias fungdes, como contratilidade
muscular, ritmo cardiaco, neurotransmisséo, coagulacdo
sangliinea e secrecdo de paratormodnio, sdo estreitamente
reguladas pela sua concentracéo sérica.

A dosagem de célcio ionizado por eletrodo ion-seletivo
estd disponivel ha vérios anos, mas apenas recentemente
equipamentos suficientemente praticos, custo-efetivos e com
precisdo adequada foram incorporados a prética laborato-
rial. Os eletrodos fon-seletivos sdo baseados em principios
similares, sendo que as diferencas entre os equipamentos
se restringem quase que exclusivamente aos sistemas de
fluxo das amostras e tipos de membranas utilizadas. Soro
€ a amostra de escolha para a dosagem de calcio ionizado,
ainda que, em determinadas situagbes, como nos servicos
de urgéncia ou no atendimento a recém-nascidos, o sangue
total apresente algumas vantagens. Nesse caso, o sangue
deve ser colhido com heparina. Evidentemente, os antico-
agulantes que quelam o célcio ndo devem ser utilizados, e
mesmo a heparina, na concentracao de 30U/ml, pode causar
uma reducéo da ordem de 3% a 5% no célcio ionizado. Se-
gundo Toffaletti™, as dosagens realizadas em sangue total,
utilizando-se heparina sédica, ou em plasma, utilizando-se
heparina célcica, oferecem melhores resultados quando em
comparagdo com a dosagem no soro.

Os intervalos de referéncia habitualmente descritos em
geral discriminam o tipo de amostra — se sangue total, soro
ou plasma e a faixa etéria — de 1 a 18 anos e maiores do
que 18 anos. Os limites desses intervalos podem ser tdo
amplos quanto 1,3 a 1,6mmol/l para sangue do corddo
ou tdo restritos quanto 1,2 a 1,38mmol/| para individuos
jovens, segundo Tietz('?.

Os prop6sitos deste trabalho foram definir intervalos
de referéncia para o célcio ionizado sérico em individuos

com mais de 15 anos de idade, em nosso meio, com
eletrodo ion-seletivo, a partir das dosagens realizadas
na rotina laboratorial e analisar eventuais interferéncias
nos resultados finais de variacdes no procedimento pré-
analitico, como o tempo de aplicacdo do torniquete e
a temperatura em que a amostra é mantida antes da
realizacdo da dosagem.

Material e método

Casuistica

Para o estabelecimento do intervalo de referéncia, foram
incluidos os resultados de 11.320 dosagens consecutivas de
célcio ionizado sérico realizadas no periodo de janeiro de
2000 a novembro de 2002. As amostras foram coletadas
de individuos atendidos nas unidades do Fleury — Centro
de Medicina Diagndstica e no Hospital do Rim da Escola
Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo
(EPM/Unifesp), ambas as instituicdes localizadas na cidade
de Sdo Paulo. Desses individuos, 7.877 (69,58%) eram do
sexo feminino, com idades entre 15 e 107 anos (média =
53,2; desvio-padrdo = 16,6; mediana = 51 anos), e 3.443
(30,42%) do sexo masculino, com idades entre 15 e 100
anos (média = 54,7; desvio-padrdo = 17,1; mediana =
55 anos). Constituiu-se um subgrupo de pacientes com
idades entre 15 e 18 anos, formado por 171 individuos,
sendo 85 (49,71%) do sexo feminino e 86 (50,29%) do
sexo masculino.

Para avaliacdo do efeito da refrigeracdo da amostra,
foram realizadas 16 coletas em duplicata, sendo que um
dos tubos foi colocado em banho de gelo imediatamente
apds a coleta e o outro foi mantido a temperatura ambiente,
entre 18° e 22°C.

Para avaliar o efeito do tempo de garroteamento, foram
realizadas seis coletas, seguindo o seguinte procedimento:
coleta em um dos bragos imediatamente ap6s a aplicacdo
do torniquete e coleta no outro brago apds manutencéo
do garroteamento por 3 minutos.

Amostras

Para a determinacdo do intervalo de referéncia, as
amostras de sangue foram obtidas por puncéo venosa, com
tempo de garroteamento inferior a um minuto. O sangue foi
colhido em tubos sem ar contendo gel separador. As amos-
tras foram mantidas a temperatura ambiente e centrifugadas
em até 30 minutos apds a coleta. Todas as dosagens foram
realizadas em até quatro horas ap6s a centrifugacéo.
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Método

Para as dosagens com a finalidade de estimar o intervalo
de referéncia, foi utilizado o método de eletrodo ion-seletivo
com o equipamento AVL Omni 4 (AVL Medical Division,
Graz, Austria); para as dosagens destinadas a avaliar as
influéncias do tempo de aplicacdo do torniquete e da
temperatura em que a amostra é mantida, foi utilizado o
equipamento AVL 9180 (AVL Scientific Corporation, Ge-
orgia, EUA), obedecendo-se integralmente aos protocolos
de uso e de manutencdo fornecidos pelo fabricante. As
rotinas foram monitoradas pelo uso diario de dois niveis do
controle Liquichek™ (Blood Gas Plus EGL Control, BioRad
Laboratories Diagnostics Group, Califérnia, EUA).

Tratamento estatistico

Para a estimativa do intervalo de referéncia, foi aplicado
o procedimento preconizado pela National Commission for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), nimero C 28-A,
com o programa EP Evaluator RI®.

Os resultados das dosagens das amostras com e sem
refrigeracdo e das coletadas com diferentes tempos de
garroteamento foram comparados pelo teste t de Student
e pelo coeficiente de correlacéo de Pearson®. O nivel de
significancia foi fixado em 0,05% ou 5%.

Resultados

A Tabela 1 apresenta os dados gerais obtidos com as
dosagens dos controles Bio-Rad e os respectivos intervalos
aceitaveis.

A andlise dos resultados evidenciou que eles possuem
distribuicao ndo-gaussiana, condicionando ao uso de esta-
tistica ndo-paramétrica para a determinacéo de intervalo
que incluisse os 95% centrais dos dados. Para o conjunto
de todos os individuos testados, os limites inferior e superior
foram, respectivamente, 1,11mmol/| (intervalo de confian-
ca de 90%: 1,1 a 1,1Tmmol/l) e 1,4mmol/I (intervalo de
confianca de 90%: 1,39 a 1,41Tmmol/l).

Para o subgrupo dos individuos com idades entre 15
e 18 anos, os limites inferior e superior foram, respectiva-
mente, 1,17mmol/I (intervalo de confianca de 90%: 0,83 a
1,2Tmmol/l) e 1,4mmol/I (intervalo de confianca de 90%:
1,36 a 1,49mmol/l).

ATabela 2 apresenta os dados estatisticos descritivos das
dosagens de célcio ionizado utilizados para a estimativa dos
intervalos de referéncia em cada grupo etério e separado
por género.

A Tabela 3 apresenta os resultados das dosagens das
amostras com e sem refrigeracdo e a Tabela 4, os resulta-
dos das amostras coletadas em cada um dos bracos, com
o torniquete aplicado por menos de um minuto e por trés
minutos, respectivamente.

O conceito de intervalo de referéncia habitualmen-
te utilizado em medicina laboratorial é baseado na
distribuicao dos valores obtidos pela dosagem de um
determinado parametro em um nidmero significativo de
individuos representativos de uma comunidade. Como

ELIJES M Resultados das dosagens de calcio ionizado nos controles Bio-Rad em mmol/l

Niimero de Média
dosagens
Nivel 1 177 1,415
Nivel 2 140 1,081

Desvio- Coeficiente de Intervalo
padrao variacao aceitavel
0,021 1,5 1,24-1,54
0,013 1,2 0,99-1,19

Dados estatisticos descritivos das dosagens de calcio ionizado em cada grupo etario separado

Tabela 2 &

Idade (anos)
Média Desvio-padrao
Mulheres < 19 anos 16,7 1
Homens < 19 anos 16,5 1,1
Mulheres 53,2 16,6
Homens 54,7 171

Célcio ionizado (mmol/1)

Mediana Média Desvio-padrao Mediana
17 1,28 0,08 1,29
17 1,28 0,04 1,27
51 1,24 0,08 1,24
55 1,25 0,07 1,25
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limites desse intervalo, em geral, sdo escolhidos pontos
notaveis representados por percentuais da distribuicdo,
tais como 2,5% e 97,5% ou 5% e 95%, entre outros
possiveis®. A determinacdo de intervalos de referéncia
especificos para a populagdo na qual um novo método
sera aplicado é procedimento altamente recomendado
pelas sociedades cientificas, particularmente em se
tratando de substancias endégenas que possam ter sua
concentracdo sanglinea condicionada a fatores hormo-
nais, dietéticos ou ambientais. Os resultados obtidos
no laboratério a partir das dosagens rotineiras podem
ser utilizados para o estabelecimento dos intervalos de
referéncia®, desde que o tamanho da amostra seja ade-
quado e sejam seguidas algumas regras de identificacdo
e a exclusao de outliers.

As regras do NCCLS recomendam que um minimo de
120 amostras distintas seja analisado no caso de a distri-
buicao ser gaussiana e de 200 amostras para distribuicoes
nado-paramétricas, podendo, em casos especificos, ser
utilizado um nlimero menor®.

Resultados das dosagens das

amostras coletadas com e sem

p-UIIERCE refrigeracio em mmol/l
Amostra Amostra Amostra
refrigerada nao-refrigerada

1 1,3 1,31

2 1,29 1,3

3 1,29 1,29

4 1,34 1,34

5 1,33 1,33

6 1,36 1,35

7 1,39 1,39

8 1,4 1,38

9 1,35 1,34

10 1,35 1,34

11 1,35 1,34

12 1,37 1,37

13 1,35 1,34

14 1,34 1,33

15 1,35 1,35

16 1,35 1,34

Média 1,34 1,34

Desvio-padrao 0,03 0,03
Coef. correlacdo r=0,973 2= 0,948
Teste t para  t calculado = 2,15 p<0,05

dados pareados

A preocupacao em se definir um intervalo de referéncia
para calcio ionizado préprio se justifica por ser esta meto-
dologia relativamente nova em nosso meio e pela auséncia
de referéncias nacionais.

Os resultados obtidos nas dosagens dos controles
permitem concluir que o método utilizado é preciso, con-
siderando-se os baixos coeficientes de variacao, e suficien-
temente exato, com resultados sempre dentro de intervalos
aceitaveis em cada um dos dois niveis analisados.

A analise da distribuicdo dos dados obtidos entre todos
os individuos e os obtidos no subgrupo de pacientes entre
15 e 18 anos de idade ndo evidenciou diferencas signifi-
cativas, justificando a utilizagdo de um Unico intervalo de
referéncia.

O intervalo estimado de 1,1Tmmol/l a 1,4mmol/l possui
boa correspondéncia com os demais intervalos referidos na
literatura®-?, sendo que as discretas divergéncias podem ser
decorrentes das caracteristicas dos equipamentos utilizados,
do tipo de amostra e/ou do protocolo de determinacéo.

Ainda que condi¢bes pré-analiticas como tempo de gar-
roteamento e temperatura na qual a amostra seja mantida
tenham sido referidas como causas importantes de variagdes
nos resultados da dosagem de célcio ionizado® 82, nossos
resultados das dosagens realizadas nas amostras mantidas
a temperatura ambiente e nas refrigeradas imediatamente
apos a coleta, assim como nas amostras coletadas imedia-
tamente apds a colocacdo do torniquete e nas colhidas

Resultados das amostras coletadas
em cada um dos bracos, com o

torniquete aplicado por menos
de um minuto e por trés minutos,

Tabela 4 QEugutullnl

Amostra Menos de 1 minuto 3 minutos

A 1,33 1,34

B 1,36 1,35

C 1,32 1,32

D 1,32 1,33

E 1,3 1,31

F 1,38 1,37

Média 1,34 1,34

Desvio-padrdo 0,03 0,02
Coef. correlacdo r=0,973 r’=0,948
Teste t para t p<0,05

dados pareados calculado = 0,42
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apds trés minutos de garroteamento, ndo se mostraram
significativamente diferentes.

Conclusoes

A determinacdo de intervalos de referéncia es-
pecificos para a populacdo na qual um método sera

aplicado é altamente recomendada. Os dados obti-
dos permitem a utilizacdo de um dnico intervalo de
referéncia de célcio ionizado no soro para individuos
acima de 15 anos, de 1,TTmmol/l a 1,4mmol/l, e
sugerem que a dosagem ndo requer cuidados excep-
cionais na coleta nem refrigeracao da amostra na fase
pré-analitica.
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