CREATININA

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema colorimétrico para a determinagao de creatinina
em amostras de sangue (Soro, plasma) e urina por reagao de ponto final.

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A creatinina e outros componentes da amostra reagem
coma solucdo de picrato em meio alcalino formando um complexo de cor
vermelha que é medido fotometricamente.

A adicdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposicao do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor
derivada dos cromogeénios, que também é medida fotometricamente.
A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina (ndo
corrigida).

Caracteristicas do sistema . Creatinina utiliza um procedimento
de ponto final com o objetivo de aperfeigoar a especificidade do método e
minimizar a susceptibilidade a substancias interferentes.'-3°

0 procedimento de medicao é calibrado com o SRM 914 do NIST e torna
0s resultados rastredveis ao método definitivo IDMS (diluigao isotopica,
espectrometria de massa), atendendo as recomendagoes do National
Kidney Disease Education Program (NKDEP) para padronizacao da
dosagem de creatinina no soro.*

Todos os métodos diretos que utilizam a reacdo de Jaffe estao sujeitos a
um erro sistematico constante, introduzido pela interferéncia de proteinas
plasméticas e outros cromogenos. Para minimizar esse erro e aumentar
significativamente a exatidao dos resultados da Creatinina, a Labtest
recomenda o uso do indice de corre¢ao que deve ser aplicado quaisquer
que sejam os resultados encontrados.® '

Diversos estudos tém demonstrado que € possivel minimizar
significativamente as interferéncias provocadas pela bilirrubina e lipemia
na medigdo da creatinina®, O procedimento de medigao diferencial com
acidificagao minimiza interferéncia negativa da bilirrubina, enquanto que
a desproteinizagdo reduz a interferéncia da lipemia nas concentragoes de
triglicérides entre 250 e 1800 mg/dL."!

0 procedimento de medicdo é aplicdvel em sistemas manuais e
semiautomaticos capazes de medir a absorbancia em 510 nm com
exatidao.

Metodologia . Labtest.
Reagentes

1. - Acido Picrico - Armazenar entre 15 - 30 °C.
Contém &cido picrico = 50 mmol/L.

2. - Tampio - Armazenar entre 15 - 30 °C.
Contém hidroxido de sodio 208 mmol/L, tetraborato de sddio
12,7 mmol/L e surfactante.
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0 Reagente pode apresentar precipitado em temperaturas inferiores a
15°C. Neste caso aquecer a 37 °C e misturar até a dissolugdo.

3. - Padréo - 4,0 mg/dL - Armazenar entre 15 - 30 °C.
Contém creatinina 4,0 mg/dL, solubilizante e conservante 0,1%.
Manter o frasco bem vedado para evitar evaporagao.

4, - Acidificante - Armazenar entre 15 - 30 °C.
Contém &cido acético < 15 mol/L.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigcdes
indicadas, sdo estveis até a data de expiracao impressa no rétulo.
Durante o0 manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de segurangca devem ser aplicados na
manipulagao dos reagentes, 0s quais ndo devem ser pipetados com a
boca.

0Os reagentes Tampao e Acidificante séo corrosivos. No caso de contato
com a pele, mucosas e olhos, deve-se lavar imediatamente com grande
quantidade de agua e procurar auxilio médico.

0 Tampao pode produzir ulceracoes quando ingerido. No caso de
ingestdo oferecer grande quantidade de dgua com suco de limao ou
vinagre. N&o provocar vomitos. Procurar auxilio médico.

Caso ocorra ingestdo do Acido Picrico, oferecer 4 copos de dgua e, se 0
individuo estiver consciente, provocar vomitos e procurar auxilio médico.

Material necessario e nao fornecido

1. Banho-maria mantido & temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir, com exatido, absorbancia entre 500 e
540 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronémetro.

Influéncias pré-analiticas . Para controle terapéutico, é
aconselhavel colher a amostra sempre no mesmo horério devido a
variacoes circadianas da creatinina. A aspirina em doses de agao
antinflamatoria produz aumento do valor da creatinina em amostras de
sangue'2.

Exercicio fisico eleva os valores da creatinina'2.

Os valores da creatinina sdo mais baixos em individuos com dieta
vegetariana 3.
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Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparacao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos aamostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (Heparina, EDTA, fluoreto, oxalato e citrato). O
analito é estavel 7 dias entre 2 - 8 °C.

0 anticoagulante Glistab - Labtest (Ref.: 29) permite a coleta de uma so
amostra de sangue para as dosagens de creatinina, glicose e uréia.

Urina de 24 horas deve ser centrifugada. A amostra de urina de 24 horas
deve ser conservada entre 2 - 8 °C durante o periodo da coleta até o
momento da dosagem.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las, devem-se seguir
as normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

As proteinas presentes na amostra produzem uma interferéncia positiva
introduzindo um erro sistematico constante. Este erro pode ser
minimizado aplicando um indice de corre¢ao. Como a urina ndo contém
proteinas que podem produzir interferéncias, o indice de corre¢éo nao é
aplicado no célculo da concentragdo em amostras de urina. Ver a
aplicagdo do indice de correcdo no item Célculos.

A determinacao da creatinina na urina pode ser afetada por agéo de
grandes quantidades de substancias redutoras presentes nos casos de
cetoacidose. A fervura da amostra de urina por um minuto elimina
parcialmente a interferéncia dessas substancias. A interferéncia
remanescente € excluida na medicéo diferencial.

Concentracoes de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 250 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.

Concentracoes de bilirrubina maiores que 5 mg/dL interferem
negativamente nareagao.

Concentragoes de triglicérides maiores que 250 mg/dL produzem
resultados falsamente elevados.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbéncia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbéncia, x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,,; x 467

02 Portugués - Ref.: 35

Procedimento de ensaio direto

Ver Observagoes 1,2¢€ 3.

Para a dosagem na urina, diluir a amostra 1:25 (0,2 mL de urina +
4,8 mL de agua destilada ou deionizada). Multiplicar o resultado obtido
por 25.

A &gua deve ter uma resistividade >1 megaohm ou uma condutividade
<1 microsiemens e concentragéo de silicatos <0,1 mg/L.

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir.

Branco Teste Padrao
Tampao (N°. 2) 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Amostra 0,25 mL

Agua destilada ou deionizada| 0,25 mL
Padrao (N°. 3) 0,25 mL
Acido Picrico (N°. 1) 05mL [ 05mL | 05mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 510 nm ou filtro
verde (500 a540), acertando o zero com o branco.

Aabsorbanciadoteste seraA,.

Acidificante (N°. 4) [ odmL J OAmL | -

Misturar e deixar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Determinar a
absorbancia do teste em 510 nm ou filtro verde (500 a 540), acertando o
zero com o branco.

Aabsorbancia do teste sera A,.

0 procedimento sugerido para a medigdo é adequado para fotémetros
cujo volume minimo de solugao para leitura € igual ou menor que 2,5 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do
teste e 0 procedimento de cdlculo se mantém inalterado. Em caso de
reducdo dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que
0,01 mL s@o criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com
cautela porque aumentam aimprecisao da medicéo.

Calculos

A1'Az

Creatinina (ndo corrigida) = x4,00 mg/dL

Absorbancia do Padrao

Segundo recomendagées do NKDEP* os resultados devem ser
reportados com duas casas decimais para evitar erros sistematicos
provocados por arredondamentos, que podem chegar a +6,0%.

Aplicacao do indice de corregao . Ainterferéncia das proteinas

plasmaticas que ocorre na reagao de Jaffe® introduz um erro constante na
medicdo, que € minimizado pela utilizagdo do indice de correcao
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(0,25 mg/dL). Os resultados obtidos com a calibragao e corregcao sao
rastreaveis ao método IDMS e atendem as recomendagdes do
NKDEP".

Creatinina = Creatinina - indice de corre¢ao
(corrigida) (ndo corrigida) (0,25 mg/dL)
Exemplo

Ateste = 0,106
A,teste = 0,043

Absorbancia do Padrao = 0,264

0,106-0,043
Creatinina (ndo corrigida) = x4,00 = 0,95 mg/dL

0,264

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a metodologia
0 método do fator pode ser empregado.

4,00

Fator de Calibragéo =
Absorbancia do Padrao

Creatinina (ndo corrigida) = (A, - A,) x Fator (mg/dL)
Exemplo
4,00
Fator de Calibraggo =——— = 15,15
0,264
Creatinina (ndo corrigida) = (0,106 - 0,043) x 15,15 = 0,95 mg/dL
Creatinina (corrigida) = 0,95 mg/dL - 0,25 mg/dL = 0,70 mg/dL

Creatinina Urinaria

Creatinina CreatininaUrinaria (mg/dL)

Uringria  (M9/24h) = xVolume (mL/24h)
100

Exemplo

Creatinina (Urina) = 100 mg/dL
Volume (urina de 24 horas) = 1350 mL

100x1350
=—————— =1350mg/24 horas
100

Creatinina
Urinéria

mg/kg peso = mg/24 horas dividido pelo peso corporal.

Procedimento com desproteinizagao

Devem ser empregados em amostras ictéricas e turvas.

Misturar 0,5 mL de soro ou plasma a 1,0 mL de Acido Picrico (N°. 1),
agitar e centrifugar durante 10 minutos.

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a sequir.
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Branco Teste Padrao
Tampdo (N°. 2) 2,0mL 2,0 mL 2,0mL
Sobrenadante 0,75 mL

Agua destilada ou deionizada| 0,25 mL

Padrao (N°. 3) 0,25 mL

Acido Picrico (N°. 1) 0,5mL 0,5mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 510 nm ou filtro
verde (500 a540), acertando 0 zero com o branco.

Aabsorbancia doteste serd A,.

Acidificante (N°. 4) [ oAmL [ odmL | -

Misturar e deixar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Determinar a
absorbéncia do teste em 510 nm ou filtro verde (500 a 540), acertando o
zero com o branco.

Aabsorbancia do teste sera A,.

Utilizar os mesmos célculos propostos em Procedimento de Ensaio
Direto. NAO APLICAR 0 iNDICE DE CORREGAO.

Em amostras muito leitosas nao é possivel obter um sobrenadante
limpido no procedimento com desproteinizacao. Nestes casos nao é
possivel dosar a creatinina.

Calibragao . 0 padrao 6 rastredvel ao Standard Reference Material
(SRM) 914 do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragoes manuais
Obter o fator de calibragao ao usar novo lote de reagentes ou quando o

controle interno da qualidade indicar.

Depuracéo da creatinina enddgena . Instruir o paciente para

que fagauma colheita correta da urina de 24 horas.
Dosar a creatinina do soro e da urina utilizando as metodologias

propostas.
Aplicar os resultados obtidos na equacao a seguir:

U
Depuragao (mL/minuto) = ———— xVM
S

U: creatinina na urina (mg/dL)

S: creatinina no soro (mg/dL)

VM: volume minuto (Volume urinario de 24 horas, em mL, dividido por
1440).

0BS . A depuracéo devera ser corrigida para a superficie corporal do
paciente que é obtida através de nomograma correlacionando peso e
altura, ou usando a equagao abaixo:

A=PY*BxH07%x0,007184
A = Superficie corporal (mz)

P = Peso (quilogramas)
H = Altura (centimetros)
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Multiplicar o valor da depuracao por 1,73 e dividir pela superficie corporal
do paciente.

Exemplo

Creatininanaurina = 80 mg/dL

Creatinina (corrigida) no soro = 0,75 mg/dL
Volume de 24 horas = 1520

Volume minuto = 1520/1440 = 1,055 mL/min

80
Depuragao = x1,055 =112 mL/min

0,75

Peso = 60Kg
Altura = 165¢cm
Superficie corporal = 1,66 m?

112x1,73
Depuragao (corrigida) = =117 mL/min/1,73m’

1,66

Ritmo de filtragao glomerular . 0 NKDEP* recomenda
fortemente que os laboratorios reportem a estimativa do ritmo de filtragao
glomerular (eRFG) em todos os laudos contendo resultados de creatinina
(ver Significado Clinico).

Quando os resultados da creatinina plasmatica séo rastreaveis ao método
IDMS e corrigidos, utilizam-se as seguintes equacoes que aplicam
creatinina (CREA), idade (18 270 anos) e sexo.

Mulheres
eRFG (mumin1,73m?) = 175+ (CREA) "%« (Idade)*?% x0,742

Homens
€RFG (mumin1,73m?) = 175%(CREA)"15+(Idade)02%

Segundo recomendagdes do NKDEP*, 0 eRFG deve ser reportado como o
valor calculado quando o resultado for igual ou menor que
60 mL/min/1 ,73m2. Quando o valor calculado for maior que 60, deve ser
reportado da seguinte forma: Maior que 60 mL/min/1,73m? ou
>60mL/min/1,73m?,

0O resultado da medigao é linear entre 0,2 mg/dL e 12 mg/dL. Para valores
maiores, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova
medicao e multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢ao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratério deve manter um
programa de controle da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerancia, agoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar aimprecisao e desvios da calibragdo. Sugere-se procurar atender
as especificagoes propostas pelo NKDEP' para o coeficiente de variagao
<4,0% e erro sistematico (bias) <+ 5,0 %.
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Sugere-se utilizar as preparagées estabilizadas da linha Qualitrol - Labtest
paracontrole interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Intervalos de referéncia . Os intervalos devem ser usados
apenas como orientagao®"’. Recomenda-se que cada laboratorio
estabeleca na populagao atendida seu proprio intervalo de referéncia.

Soro/Plasma (mg/dL)*

Recém-nascido 0,31-0,92

2 semanas - 1 ano 0,16- 0,39
1-<3anos 0,17-0,35

3 - <5anos 0,26 - 0,42

5- <7 anos 0,29 - 0,48

7 - <9anos 0,34 -0,55
9-<11anos 0,32 -0,64

11 - <13 anos 0,42-0,71

13 - <15 anos 0,46 - 0,81
Adulto (mulheres) 18 - 74 anos 0,53 - 1,00
Adulto (homens) 18 - 74 anos 0,70-1,20

*Intervalos estabelecidos para resultados corrigidos e rastreaveis ao
método IDMS.

Nao existe intervalo estabelecido para faixa etaria 15 - <18 anos. Sugere-
se utilizar os intervalos de mulheres e homens adultos.

Converséo de mg/dL para Unidades SI: umol/L = mg/dL x 88,4

Urina (mg/kg/24 horas)
2-3anos 6-22
>3 anos 12-30
Adulto (mulheres) 16 - 22
Adulto (homens) 21-26

Depuragao da Creatinina (mL/minuto/1,73 m?)**

Criangas 70-140
Adulto (mulheres) 88-128
Adulto (homens) 97-137

**Intervalos estabelecidos para resultados ndo corrigidos e nao
rastredveis ao método IDMS.

0 NKDEP' recomenda calcular o ritmo de filtragao glomerular (eRFG) em
substituicdo a Depuragdo da Creatinina, utilizando o resultado da
creatinina rastredvel ao IDMS apos aplicacao do indice de corregao.

Caracteristicas do desempenho™

Estudos de recuperacdo . Em duas amostras com
concentracoes de creatinina iguais a 1,2 e 3,2 mg/dL foram adicionadas
quantidades diferentes do analito obtendo-se recuperagoes entre 93 e
98%. 0 erro sistematico proporcional médio obtido em um valor de
3,0mg/dL foiiguala 0,1 ou 3,7%.

Estudos de comparagao de métodos . 0 método Creatinina

foi comparado com o método Creatinina K rastreavel ao método IDMS,
sendo obtidos os seguintes resultados:
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Creatinina K Creatinina
Namero de amostras 20 20
Intervalo de concentracées
(ma/dL) 0,54a4,17 0,59 a 4,40
Média das estimativas
(mg/dL) 1,56 1,56
Equagao da regressao Creatinina =

quag 9 1,003*Creatinina K-+0,00

Coeficiente de correlagao 0,995

Utilizando a equacao da regressao foram encontrados 0s seguintes erros
sistematicos para 0 método Creatinina:

. Nl’.vqis de Creatinina Etr.ros:isteméti’cos.
ecll_sao~padra estimadacom  |ES |(r’nados_n9s :lvels
ava |a§a.o a equagéo e ecl.sa.o a
creatinina creatinina
mg/dL mg/dL mg/dL %
1,00 1,003 0,003 0,30
1,20 1,004 0,004 0,30
2,00 1,006 0,006 0,30
Repetitividade - Imprecisao intraensaio
N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 2,0 0,04 2,0
Amostra 2 20 2,8 0,04 1,3
Reprodutibilidade - Imprecisao total
N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 2,0 0,05 2,5
Amostra 2 20 2,8 0,06 2,3

Sensibilidade metodolégica . uma amostra protéica ndo
contendo creatinina foi utilizada para calcular o limite de detecgéo do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,3 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbancia do padrao como parametro, o limite de deteccdo fotométrica
60,02 mg/dL, correspondendo a uma absorbanciaigual a0,001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 16,5 e 18,6 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas dilui¢oes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicdo que variaram de 2 a 4 foram encontradas
recuperacgoes entre 103 e 104%.

Significado clinico . A constancia na formagéo e excregdo da
creatinina faz dela um marcador muito util de funcéo renal, principalmente
da filtracdo glomerular, em virtude da sua relativa independéncia de
fatores como dieta, grau de hidratagdo e metabolismo protéico. Assim, a
determinagao da creatinina plasmatica é um marcador de funcao renal
mais seguro do que a uréia.

A creatinina ndo deve ser usada isoladamente para avaliar ritmo de
filtragdo glomerular ou detectar a presenca de doenca renal cronica
porque ela é afetada pela taxa de filtragao glomerular e por fatores
independentes como idade, sexo, raga, dieta, massa muscular, drogas e

05 Portugués - Ref.: 35

métodos analiticos laboratoriais.*

Estimativas mais precisas e exatas do eRFG podem ser obtidas com
equacoes que combinam empiricamente todos os efeitos médios de
fatores que afetam a creatinina com excecdo da propria filtragao
glomerular.4

A equagcdo atualmente recomendada foi desenvolvida a partir do estudo
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) utilizando o clearance do
iotalamato como método de referéncia, e fornece resultados
normalizados para a superficie corporal padrdo 1,73m? (ver Ritmo de
Filtragéo Glomerular).

A equacdo MDRD deve ser usada somente em individuos maiores de 18
anos e nao foi validada nas seguintes situacoes: individuos com idade
superior a 70 anos, mulheres gravidas, portadores de morbidades
graves, individuos com extremos de massa corporal ou massa muscular
ou com estado nutricional fortemente comprometido.

0 NKDEP desenvolveu um documento que proporciona informagoes
que podem ajudar os laboratérios nos seguintes pontos
(<www.nkdep.nih.gov/labprofessionals>, acesso em 07/11/2007):

1. Reportar resultados exatos da estimativa da filtragao glomerular
baseados na medicao da creatinina sérica;

2. Compreender as iniciativas do NKDEP para padronizar as medigdes
da creatinina sérica;

3. Comunicar apropriadamente aos provedores de servicos de satide
sobre as implicagoes nas mudancas dos resultados da creatinina
sérica que serdo resultantes das iniciativas de padronizagdo na
medicao da creatinina.

Observagoes

1.A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. 0 laboratorio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de dgua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A 4gua deionizada ou destilada utilizada no
laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagao.

Assim, para preparar reagentes, usar nas medicoes e para uso no
enxague final da vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou
condutividade <1 microsiemens/cm e concentracdo de silicatos
<0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora estd com sua capacidade
saturada ocorre producao de 4gua alcalina com liberag@o de varios ions,
silicatos e substancias com grande poder de oxidagéo ou reducao que
deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando 0s
resultados de modo imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um
programa de controle da qualidade da agua.

3. Para uma revisdo das fontes medicamentosas de interferéncia nos
resultados e nametodologia, sugere-se consultar; www.fxol.org/
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Carcinogéni ico y/o sensibili i [COT]  Denominacion de lote [CONTROL] Control Atencién
Carcinogenic/mutagenic and/or respiratory sensitizer Batch code Control Attention
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In vitro diagnostic medical device Calibrator/Standard Material Cartridge containing reagent Pre-Treatment
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