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RESUMO

O elemento ferro & integrante do metabolismo dos seres vivos e suas
variacoes geralmente estdo envolvidas em processos patoldgicos. A
importancia em quantificar o ferro no organismo reflete-se no nimero de
metodos disponiveis no mercado, porém elas apresentam limitagdes como
carater invasivo de técnica como hemossiderina da medula 6ssea,
interferéncias no caso de amostras hemolisadas, na presenca de processos
infecciosos e até contaminacdo do material utilizado no ensaio. Ha também
vantagens que asseguram uma quantificacdo mais precisa quando ocorre a
combinagdo de técnicas como dosagem do ferro sérico, ferritina sérica e
capacidade total de fixacdo do ferro, por exemplo. A técnica de ativagao
nuclear por néutrons é mais uma alternativa para a determinagéo de ferro e
oferece a quantificacéo do elemento em sangue total, reduzindo a manipulagéo
da amostra, reduzindo os custos com o uso de reagentes e possibilitando
reprodutibilidade do ensaio apds o término de sua atividade residual de
aproximadamente trés meses, utilizando-se a mesma amostra.

Este trabalho se propds a padronizar a quantidade e o tempo adequados para
essa determinagéo.

Os resultados apontam para posterior estabelecimento dos valores de
referéncia do elemento ferro em sangue total de humanos.

Palavras-chave: ferro, andlise por ativagao neutrénica, sangue



ABSTRACT

The element Iron takes part in the human being metabolism and its variations
are generally related to pathological processes. The importance in quantifying
Iron in the organism is reflected in the number of available methods; however
they present limitations, such as the invasive character of bone marrow
hemosiderine, interferences in hemolysed samples in presence of infectious
processes and even the contamination of the material used in the assay. There
are also advantages that assure a better quantification when a combination of
techniques can be used, such as Serum lron, serum Ferritin and a Total Iron
Binding Capacity, for example. The Neutron Activation Analysis technique is
another alternative for Iron determination in whole blood and it offers some
advantages, such as cost and time reductions, because standards and
reactants are not used; besides, this technique allows reexamination of the
sample after the end of its radioactivity (3 months).

This work aimed to standardize the nuclear procedure for Iron determination in
whole blood, establishing the appropriate conditions, such as the quantity of
biological material to be collected, the irradiation time and the data analysis
procedure.

The results show the necessity to determine the reference value for Iron in
whole blood of human beings for clinical investigation.

Keywords: iron, Neutron Activation Analysis, whole blood



1 INTRODUGAO

Varios estudos destinam-se a elucidar o metabolismo do ferro e a sua
determinagao nos organismos vivos. Quase sempre as suas variagdes, excesso ou
deficiéncia, estdo associadas a algum tipo de patologia em curso (DEVLIN et al.,

1997).

De acordo com Tietz et al. (1998), o elemento ferro é imprescindivel a vida,
seja na composigéo de enzimas, ou na composicao de proteinas transportadoras de

gases, como a hemoglobina, gragas a sua grande capacidade de “carrear” elétrons.

O ferro é absorvido através da dieta diaria e ndo possui via fisioldgica de
excrecdo, o controle da quantidade de ferro corporal é regulado através da
capacidade absortiva deste elemento pelo organismo. Um mecanismo muito
complexo esta presente para absorvé-lo ou despreza-lo conforme sua necessidade.
Em casos de deficiéncia, a absor¢do do ferro € mais lenta ou inexistente, sendo
desprezado juntamente com as células epiteliais no processo de descamacgao,

evento este regulado geneticamente (ZAGO ef al., 2002).

Em casos de caréncia de ferro, as manifestagcbes se tornardo evidentes
somente quando o0 estoque organico estiver exaurido, entdo havera o

estabelecimento da anemia ferropriva.



A anemia ferropriva prevalece em 60% da populacao, principalmente criancas
de 4 a 24 meses de idade, escolares, adolescentes do sexo feminino, gestantes e
nutrizes € € um problema de satide publica ndo sé no Brasil, mas também em todo o

mundo (YIP, 1992 apud QUEIROZ & TORRES, 2000).

Por outro lado, qualquer falha no complexo mecanismo regulador da absorcéo
do ferro pode incorrer em um acumulo desse elemento no organismo, nao
relacionado a uma administragéo prolongada de suplementos a base de ferro (TIETZ
et al.,1998), que € potencialmente danoso, pois se acumula em érgdos-alvo, como o
figado e o coragdo, caracterizando a hemocromatose, ou ainda, distirbios na
utilizagdo do ferro pelos precursores eritrdides, permanecendo na forma de depdsito

caracteristico da anemia de doenca cronica (CANGCADO & CHIATTONE, 2003).

Dada a importancia da manutengdo dos niveis de ferro, dentro da
normalidade, deparamo-nos com varios parametros para sua determinacdo e
também com algumas dificuldades em associar tais ferramentas as reservas
corporais. Apesar dessa grande influéncia do ferro na eritropoese, a analise da série
vermelha em esfregacos sanguineos e indices hematimétricos ndo € muito util para
a determinagéo do ferro orgénico, pois as alteragbes caracteristicas da deficiéncia
(ou do acumulo) de ferro aparecem somente quando ja ocorreu a deple¢cdo dos
estoques do organismo, tornando assim, necessaria uma ferramenta auxiliar na
deteccéo precoce dessas alteragdes, antes de instalada a anemia ou ocorréncia de

lesdo de 6rgéos como no caso da hemocromatose.

Sao varios 0s ensaios para a quantificacdo do ferro em amostras bioldgicas,

mas nenhum deles isoladamente é suficientemente sensivel ou especifico para
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avaliar o status de ferro organico. Segundo Hastka et al (1996 apud NASCIMENTO
et al., 2001), “... o melhor marcador de ferro niao existe. Entretanto, os diferentes
testes complementam-se por detectar diferentes estagios e mostrar individualmente

a extens&o clinica da deficiéncia de ferro”,

Muitos estudos vém sendo realizados em busca de um parametro mais
especifico e sensivel para a determinag&o do ferro, como a utilizagéo dos receptores
de transferrina por radioimunoensaio (KOHGO et al.,, 1986 apud PAIVA et al., 2000)
ou por ensaio imunoenzimatico (FLOWERS et al., 1989 apud PAIVA et al., 2000) e a
utilizagdo de ambos parémetros com resultados livres de interferéncia em condi¢ées

tais como a gestagao ou processos infecciosos e inflamatérios.

Além da busca de maior sensibilidade e especificidade, atualmente ha uma
tendéncia para o desenvolvimento de técnicas diagndsticas menos invasivas. Por
exemplo, ha um equipamento no Brasil, ainda ndo disponivel em escala comercial, o
biossuceptdémetro, capaz de medir a quantidade de ferro no organismo através da
intensidade do campo magnético emitido por ele, cuja concentragdo maior localiza-
se no figado, dispensando recursos como a bidpsia empregada até entdo para
avaliagdo. Essa tendéncia pode ser observada em outros paises como Estados
Unidos, Alemanha e Itdlia, que também desenvolveram equipamentos com
principios semelhantes e com o mesmo objetivo de propiciar um diagndstico mais

sSeguro e preciso, com menor trauma ao paciente (ANTENOR, 2003).

Nesse sentido justifica-se a busca de métodos alternativos para quantificagao

de ferro em sangue. Com base nisto, o presente estudo é dedicado a avaliagdo do



uso de ferramentas nucleares para aplicaco na area meédica, mas especificamente,
em Anatomia Patologica e Patologia Clinica.

Este estudo faz parte de um projeto multidisciplinar denominado “Estudo da
Distribuicdo de Metais em Amostras Bioldgicas via Metodologia Nuclear”, atualmente
em desenvolvimento no IPEN em colaboracdo com a UNISA e Bancos de Sangue
de varias regides do Brasil, o qual tem por objetivo estabelecer as condigdes de
otimizag@o de parametros nucleares que possibilitem o uso da técnica de Analise por
Ativagao com Neéutrons (AAN) como alternativa para a determinacdo de ferro em
amostras de sangue total de forma eficiente e precisa. O uso dessa metodologia tem
sido empregado, com sucesso, em analise de sangue total de animais de pequeno e
medio porte (OLIVEIRA et al, 2001, 2002, 2003, 2004; ZAMBONI et al., 2000)
simplificando etapas como manuseio e preparo da amostras, pois ndo necessita da
separacao do soro, além de fornecer uma analise qualitativa - quantitativa precisa de

ferro em uma unica analise.

A relevancia deste estudo reside no fato de que o diagnéstico tradic}onal, para
identificaggo do quadro anémico, que abrange elevado percentual da populagéo
brasileira (YIP, 1992 apud QUEIROZ & TORRES, 2000), necessita de vérias
analises clinicas em soro, tais como, dosagem do ferro sérico, ferritina sérica e
capacidade total de fixagcdo do ferro, sendo para boa parte da populagéo brasileira
um processo oneroso, pois as técnicas atuais para a determinagéo de ions ferro em
amostras de soro requerem equipamentos apropriados, padronizagdo da coleta e
conservagdo da amostra, fatores estes que elevam o custo e o tempo na

determinacéo deste elemento.



2 OBJETIVO

Padronizagdo do método nuclear para a determinagdo da concentracdo de

ferro em amostras de sangue total de humanos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ferro: caracteristicas e importancia bioldgica

O elemento ferro pode ser conceituado tanto sob ponto de vista da Quimica
ou da Fisica. Em Quimica, o elemento ferro é representado na Tabela Periddica pelo
numero atdmico Z=26; seus ions mais comuns sdo o ferro ferroso (Fe®*) e o ferro
férrico (Fe®"), utilizados para a analise quantitativa em ensaios bioldgicos. Na Fisica,
particularmente a Fisica relacionada ao nucleo do atomo (Fisica Nuclear), o Fe é
representado, por sua familia isotdpica, na tabela de nuclideos, isto é, por seu
numero de massa (soma do nimero de prétons e néutrons que compdem seu

ndcleo) e sua a analise quantitativa é feita a partir de suas propriedades nucleares.

A utilizacdo do ferro é muito ampla e sua importancia biolégica é fundamental,
pois esta intimamente associada ao metabolismo dos seres vivos. Segundo Zago et
al. (2002), “o ferro & componente de todos 0s organismos vivos..., entretanto, nem
bactérias nem células eucariotas sdo capazes de se proliferar na sua auséncia ...” A

exemplo disso foi realizado trabalho com cepas de enterobactérias (7 sorotipos de
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EIEC) e confirmou-se que estas bactérias utilizam ferro de fontes diversas como
hemina, hematina, hemoglobina, ovotransferring, transferrina, lactoferrina e ferritina

(AGNOLL & MARTINEZ, 1999) .

Ainda, de acordo com Devlin et al. (1997), a afinidade do ferro por atomos
eletronegativos permite uma troca de elétrons com o oxigénio. Por isso, * o ferro esta

intimamente envolvido no metabolismo do oxigénio...”.

Segundo Tietz et al. (1998) “o organismo controla de modo rigoroso sua
reserva de ferro”. ou seja, uma vez incorporado no corpo humano “tem-se a

inexisténcia de uma via de excregéo fisiologica’.

O ferro também estd presente no leite materno ligado a lactoferrina, uma
glicoproteina semelhante a transferrina. A fung&o da lactoferrina estd associada a
sua capacidade antimicrobiana de forma a proteger o lactente de infecgdes
intestinais, pois os microorganismos necessitam de ferro para sua replicagdo e
fungdo. Mas, a lactoferrina também é componente dos granuldcitos a qual é liberada
na presenga de infecgdes, portanto encontra-se presente nas secregdes mucosas €,
segundo Devlin et al. (1997), além de sua func¢ao bacteriostatica atua também como

transportadora e armazenadora de ferro no leite materno.

Segundo Lynch (1997 apud MARTINI, 2002), o ferro esta amplamente
distribuido em alimentos. Alguns tecidos animais contém ferro na forma heme,
ferritina e hemossiderina. Particularmente, ovos e laticinios podem conter proteinas
especificas como a lactoferrina e a ovotransferrina. Ja nos vegetais o ferro encontra-
se na forma de metaloproteinas, planta ferritina e ferro complexado com

componentes estruturais. O ferro pode estar presente também nos alimentos como




um contaminante inorganico, ou ainda, na forma de compostos de ferro adicionados

durante o processamento com o objetivo de fortificacdo da dieta.

3.2 Ferro e sua distribuigao no corpo humano

O ferro esta distribuido no corpo humano na hemoglobina, em sua forma

ferro-heme e em outros tecidos, na forma de ferritina ou de hemossiderina.

Segundo Zago et al (2001), mais de 2/3 do conteido de ferro organico
encontra-se na molécula de hemoglobina. Uma hemacia contém bilhdes de atomos
de ferro e esta concentragdo corresponde a incorporagdo de 2 x 10%° atomos de
ferro por dia. Por esse motivo a anemia € um sinal preponderante da caréncia de
ferro. O restante do ferro estd armazenado, predominantemente, na forma de
ferritina no figado e bago, e uma pequena quantidade na mioglobina, em células dos

musculos esqueléticos e cardiaco.

O ferro participa de varias fungdes importantes no metabolismo dos seres
vivos devido a sua capacidade de conduzir elétrons, facilitando reacdes quimicas,
através de sua condicéo idnica de ferro férrico (Fe*") e ferro ferroso (Fe?"). Portanto,
em sua forma idnica ele pode apresentar-se associado tanto ao grupo heme, como
na hemoglobina e mioglobina, ou ainda na forma sulfurea presente em algumas
enzimas, como a ribonucleotideo-redutase. Quando armazenado, o ferro assume a

forma de ferritina ou hemossiderina (DEVLIN ef al., 1997).




3.3 Metabolismo do fefro

A absor¢ao do ferro é regulada de maneira complexa e rigorosa, pois ndo ha
outro meio fisioldgico de excreta-lo uma vez absorvido. Sua absorcdo acontece nas
vilosidades das células intestinais do duodeno e do jejuno, com maior eficiéncia de
absorcgo na forma heme, cujo mecanismo ainda nio esta totalmente esclarecido

seguido pelas formas Fe** e Fe*, respectivamente (DEVLIN et al., 1997).

No intestino delgado, o ferro em sua forma heme, ou ferro porfirina intacto é
soluvel, o que facilita a sua absorgdo. Posteriormente, ele € liberado pelo enterdcito
por acdo da enzima heme-oxigenase e segue para o plasma, onde sera
transportado da mesma forma que o ferro inorgénico, para integrar a eritropoese ou

para armazenamento (ZAGO et al., 2002).

O ferro inorganico em pH neutro e alcalino, quando em solugbes aquosas,
favorece o estado de ferro férrico e quando em pH &cido favorece a forma de ferro
ferroso. Assim, o ferro férrico sofre agdo do pH gastrico reduzido, € estabilizado e
liga-se a mucina, para posterior conversdo a ferro ferraso por processo enzimatico.
Ja nas vilosidades das células intestinais ele necessita romper duas membranas, a
membrana apical e a membrana basolateral, até chegar ao plasma. Neste caminho
necessita de ajuda de um transportador, o DMT1 (“Divalent Metal Transporter 17),
que permite a internalizagdo do ferro no enterécito. A afinidade do DMT1 ao ferro
torna-se limitada @ medida que houver outros metais ali presentes, pois também tém

afinidade ao transportador os ions como o cobre, 0 zinco e o manganés. (ZAGO et

al., 2002).
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Apbs sua internalizagéo na célula da mucosa intestinal, o ferro pode ficar
armazenado sob forma de ferritina ou atravessar a membrana basolateral e alcancar
o plasma, dependendo da necessidade organica, ou seja, quando ha muita oferta de
ferro na dieta e a quantidade de ferritina € abundante no enterocito, a absorcdo e
bloqueada e o mecanismo é chamado de bloqueio mucoso, bastante eficiente em
casos de dieta com excesso de ferro, mas ineficiente na presenca de algumas

drogas que suplantam esse blogueio (ZAGO et al., 2002).

A ferritina € uma molécula hidrossoluvel e compde-se de um centro de cristal
de o6xido férrico nonidratado encerrado num arcabougo de apoferritina, esta por sua
vez, compde-se de unidades que formam um dodecaedro, que podem ser do tipo H
(do inglés, heavy) e L (do inglés, light). Essa distingdo é importante porque € ela que
vai determinar a afinidade da apoferritina pelo ferro. Por exemplo, a apoferritina
cujas unidades tipo H sdo mais abundantes, tem maior avidez pelo ferro, mas nao o
mantém por muito tempo, enquanto a apoferritina cujas unidades sao L apresenta
menor avidez, mas mantém o ferro de maneira mais estavel. Deste modo, torna-se
possivel entender porque as reservas de ferro presentes no figado e no baco estéo
em maior parte como ferritina de forma L e no plasma uma maior quantidade na
forma H, pois estas ultimas sdo facilmente mobilizaveis, de acordo com a

necessidade organica.

A hemossiderina ¢ uma molécula hidréfoba presente em macrdfagos e
mondcitos da medula dssea, figado e bago, € um centro de cristal de oxido férrico

hidratado desprovido da apoferritina (ZAGO et al., 2002).
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Um segundo mecanismo regula o estoque de ferro, de modo que 0 excesso
deste no organismo leva a uma reducdo da absorcdo pelo enterdcito e, em
contraponto, sua deficiéncia leva a uma maior avidez absortiva, através do
transportador transmembrana - DMT1. Esse controle é regido por estruturas
presentes no RNA mensageiro denominadas IREs ( do inglés, “iron responsive
elements”), porém, ndo se trata de um mecanismo exclusivo do DMT1, mas envolve
também outras proteinas como a transferrina e seu receptor, a ferritina e enzimas
correlatas. Na elevagao dos niveis de ferro a enzima IRP (“iron responsive proteins”)
aconitase citoplasmatica, liga-se ao ferro deixando seus sitios IREs “ociosos”,
enquanto que em baixas concentragcdes de ferro, os sitios IRPs estdo disponiveis
para ligagdo com o0s IREé, de modo que a ligagdo da IRP ao IRE ira reduzir a
tradugdo do RNA. Por outro lado, quando a IRE esta presente na porgao 3’ nao
traduzida do RNA, a ligagdo entre IRPs aos IREs estabiliza a molecula do RNA

favorecendo a sua tradugdo (ZAGO et al., 2002).

O terceiro mecanismo regulador & denominado regulador hematopoiético que
& um controle que atende as necessidades da eritropoese e cujo mecanismo nao

esta ainda totalmente esclarecido.

O destino do ferro, logo apds ter saido do enterocito & seguir pelo plasma até
a medula 6ssea e participar da eritropoese, ou seguir para depositos no figado, rins
e bago, ou ainda participar dos musculos, na forma de mioglobina, ou na

composicao de enzimas e citocromos.
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De modo geral, o ferro quando é admitido no organismo desempenharé papel
importante onde for necessario e participara ativamente da composicédo de novas

hemacias e de outras proteinas.

A utilizagdo dos estoques de ferro acontece de acordo com a necessidade
metabdlica e envolve a redugéo do ferro férrico para ferro ferroso, liberagéo do cristal
de oxido de ferrico, sua distribuicdo pelo citoplasma até ser reoxidado na membrana
pela hefestina, uma proteina transmembrana, ou no meio extracelular pela
ceruplasmina, enzima sérica envolvida na converséo do ferro em férrico e ferroso,
também conhecida como ferroxidase | (ZAGO et al., 2002; COOK et al., 1979 apud

PAIVA et al., 2000).

A transferrina e a lactoferrina s&o glicoproteinas sintetizadas pelo figado e
tém como funcéo transportar ferro no plasma e no leite materno, respectivamente.
Em individuos normais, praticamente todo o ferro plasmatico é transportado na
forma associada a transferrina e segue, em sua maior parte, para a medula dssea,
onde héa grande numero de receptores que levam esse elemento até as
mitocondrias, onde sera associado a protoporfirina na formagao da hemoglobina que
iréd compor as hemacias, desempenhando papel no transporte de gases e cuja vida &

curta, comprometendo a reutilizacio do ferro de forma ciclica (ZAGO et al., 2002).

Em todo esse processo ndo se observa excregéo do ferro, porém uma parte
inevitavelmente é desprezada ou perdida. Inicialmente quando a capacidade
absortiva do enterécito é reduzida, parte do ferro presente na dieta ndo chega a ser
absorvido, ou de outro modo, pela propria descamagéo das células intestinais

contendo o ferro na forma de ferritina ou em pequenas perdas decorrentes da



descamagéo uretral, cujo conteldo de ferro, embora pequeno, é perdido. Condicdes
como menstruagcédo e doagdo de sangue s&o importantes perdas de ferro, pois a

maior parte dele se concentra na hemoglobina presente nas hemacias (ZAGO et al.,

2002).
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3.4 Metodologias Dispbniveis para a Determinacgao do Ferro

3.4.1 Hemossiderina na medula dssea

O parametro laboratorial considerado como “padréo ouro” para avaliagdo do
status de ferro no organismo constitui a pesquisa de in vitro de hemossiderina na
medula 0ssea, com reacdo quimica do azul-da-prussia. A hemossiderina é uma
molécula hidrofoba que consiste numa das formas de armazenamento do ferro,
presente em grande parte em macrofagos e monocitos da medula éssea, figado e
baco. A auséncia da hemossiderina na medula 6ssea € indicativa de deplegédo do
ferro organico, mas apesar de conclusivo, € um método improprio para triagem pelo
seu carater invasivo (COOK et al., 1979 apud PAIVA et al., 2000). Além disso, o
corte do coagulo medular € mais recomendado do que o aspirado da medula 0ssea,
as amostras ainda tém que ser descalcificadas e os agentes utilizados nesse

processo podem destruir certa quantidade de ferro (RAVEL, 1995).

3.4.2 Ferritina sérica

Outro parametro muito utilizado é a determinagéo da ferritina sérica, (til para
uma estimativa das reservas organicas de ferro devido a sua estreita relagéo com as
reservas de ferro depositadas em diferentes tecidos. Apesar dessa sensibilidade e
correlacdo com os estoques corporais, a ferritina sérica sofre interferéncia de
infeccdes cronicas, distirbios inflamatorios e neoplasias e sendo assim, € um
parametro importante na auséncia de patologias concomitantes ou até mesmo em

condicbes fisioldgicas como gravidez € infancia, o que vem dificultar o
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estabelecimento de um ponto ddcérte plausivel para a avaliagédo do sfatus de ferro
corporal. A dosagem da ferritina no soro pode ser realizada por muitos métodos,
como  ensaio  imunoradiométrico, ensaio  imunoenzimatico e  ainda
quimiluminescéncia. Cada ensaio, porém, apresenta variagdes importantes nessas

medidas (GUERRA-SHINOHARA, 2000).

3.4.3 Ferro sérico

A determinagdo do ferro sérico € uma ferramenta muito utilizada pelos
laboratorios, pois € um parémetro bastante sensivel quando as reservas corporais
do ferro ja estdo esgotadas. Mas, € um parametro também passive! de interferéncias
quando ha processos infecciosos (COOK et al.,, 1979 apud PAIVA et al., 2000),
gestacao (1° trimestre da gravidez) e também de acordo com a concentragéo de
ferritina na amostra (concentragdes superiores a 100ug/L), provavelmente devido a
liberacdo do ferro da ferritina sérica pelo baixo pH da mistura da reag&o e do
tratamento da desnaturacdo da proteina por precipitagdo com HCL e &c.
tricloroacético (TIETZ et al, 2000). A determinagdo do ferro sérico reflete
predominantemente o ferro ligado as proteinas séricas, maior parte ligado a
transferrina, assim os niveis de ferro sérico dependem néo sé da quantidade de ferro
disponivel como também da quantidade de transferrina presente. Outro fator € o
comportamento do ferro sérico durante o decorrer do dia, cuja oscilagéo é estimada

entre 20 — 30% e o pico ocorre normalmente no periodo da manhéa (RAVEL, 1995).

O principio do método de dosagem do ferro sérico baseia-se na liberagéo do

ferro férrico ligado a transferrina em condic&o de pH do soro reduzido, havendo uma
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conversao do ferro férrico (Fe*) para ferro ferroso (Fe*"), que sera complexado a um
cromoégeno de elevada absorbancia, a batofenantrolina e a ferrozina, para que

posteriormente seja efetuada a leitura espectrofotométrica.

3.4.4 Capacidade total de ligagcao do ferro (CTLF)

Paralelo a dosagem de ferro sérico tem-se ainda outro parametro chamado de
capacidade total de ligag&do do ferro (CTLF) ou TIBC (“total iron-binding capacity”)
que consiste na medida da concentragdo maxima de ferro que as proteinas do soro
podem transportar, ou seja, € uma estimativa aproximada da transferrina sérica
(RAVEL, 1995). Seu comportamento €& Uutii na identificacdo de um quadro
ferropénico, quando ocorre um aumento deste paradmetro indica um maior transporte
de ferro. Por outro lado, situagbes nas quais ha inflamagéo, este parametro
encontra-se reduzido. Ha outras situacdes ainda, em que inflamag&o e ferropenia
estdo presentes e este parametro encontra-se normal, o que o torna menos

fidedigno.

A capacidade total de ligacdo ao ferro é determinada pela adicao de ferro
férrico, na amostra de soro, em quantidade suficiente para saturar os sitios de
ligacdo da transferrina; em seguida, o excesso de ferro & removido (por adsorg¢éo
com pé fino de carbonato de magnésio, por exemplo) para posterior realizagdo de
novo teste, para mensurar a quantidade de ferro restante. Portanto, a determinacéo
da capacidade total de ligacdo do ferro também apresenta limitagdes em razéo de

basear-se em dois outros parametros com especificidades limitadas (TIETZ, 1998).
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3.4.5 Saturagio da transferrina

A partir da relagéo entre a dosagem de ferro sérico e a capacidade total de
ligagao do ferro, obtém-se a saturagéo da transferrina (ST), calculada a partir da

seguinte expressao:

Saturagdo da transferrina (%) = 100 x ferro na capacidade total de ligagdo de

ferro do soro (TIETZ, 1998).

E um método mais sensivel do que a determinacdo do ferro sérico e a
capacidade total de fixagdo do ferro na determinacéo de deficiéncia crénica de ferro,
pois quando ocorre queda na quantidade de ferro sérico, ha um aumento na CTLF

que implica numa queda da ST(%).

3.4.6 Protoporfirina eritrocitaria livre

A protoporfirina eritrocitaria livre € mais um parametro utilizado para a
avaliagdo do ferro, pois em casos de deficiéncia, a protoporfirina encontra-se
“ociosa” nos eritrécitos, 0 que n&o ocorreria com uma oferta normal de ferro,
condigéo na qual a protoporfirina estaria compondo a hemoglobina juntamente com

o ferro.

O método empregado para sua avaliagdo consiste na determinagao da
protoporfirina a partir do complexo formado com o zinco (complexo zinco —
protoporfirina) utilizando equipamentos que mensuram a sua fluorescéncia. Este
método, porém, esta sujeito a alteragdes em casos de intoxicagdo, de problemas

renais ou quando existe uso de certas drogas e ndo € significativo em casos de
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excesso de ferro (TIETZ, 1998): Estudos recentes sugerem que a importancia da

protoporfirina na participagéo na degradagéo do heme até bilirrubina, bem como na

modulagdo da degradagdo do heme, é indiscutivel, porém sua utilizacdo como

ferramenta para estados ferropénicos e intoxicagdes por chumbo ainda requer

estudos mais aprofundados (LABBE et al., 2000).

3.4.7 Concentragao da transferrina

A concentragdo de transferrina no soro ou transferrina sérica também pode

ser obtida através de imunoensaios e relaciona-se com a capacidade total de fixacdo

ao ferro:

Transferrina no soro (g/l)= 0,007 x Capacidade total de fixacdo ao ferro

(TIETZ, 1998).

Mas esta relacdo pode ser tendenciosa, por nado levar em conta uma

quantidade, ainda que pequena, de ferro no soro ligado a outras proteinas.

3.4.8 Receptores da transferrina

O receptor da transferrina (TfR) € uma proteina transmembrana e sua
expressao na membrana celular é proporcional & necessidade organica de ferro. Em
sua forma soltvel (sTfR), é Util como parametro da avaliagéo do ferro e da atividade
da eritropoese. Segundo Lorenzo et al (2001) e Richardson et al (2001), ha uma
relacdo de proporcionalidade entre a concentragédo circulante de sTfR e a

concentragdo total de TfR celular, assim a quantidade de sTfR € proporcional a



massa do precursor eritroide e c’or.relaciona-se inversamente a quantidade de ferro
no organismo. Quando ocorre uma reducdo dos niveis de ferro orgénico, tem-se um
aumento na quantidade de receptores da transferrina, assim como o aumento na
atividade eritropoética esta associado a maior absorcéo gastrointestinal de ferro e

elevacao do nuimero de receptores da transferrina.

Algumas ceélulas, como reticuldcitos imaturos, possuem alta concentragédo de
receptores de transferrina em sua membrana, sendo, portanto utilizadas para a
realizagdo de medidas do receptor da transferrina soltvel (sTfR) (BEGUIN, 1992

apud LIMA & GROTTO, 2003).

3.4.9 Metodologia de Ativagdo Nuclear para a determinagdo de ferro

total

O método nuclear, denominado Analise por Ativagdo com Néutrons (AAN),
lanca mao de um bombardeio de néutrons na amostra de sangue, a partir de um
reator nuclear, que induz reagles nucleares nos nucleos dos elementos presentes e
cada um deles ao tornar-se radioativo, emitira radiagdes y caracteristica (Ey),
processo este denominado desexcitagdo nuclear. J& existe tabela padronizada, a

Tabela de Nuclideos, identificando a energia contida na emiss&o dessas radiagbes y
e sua respectiva meia — vida (T, ), isto €, o0 tempo necessario para que a emissao
das radiacbes y reduza-se a metade, facilitando assim a identificacdo de cada

elemento radioativo e desprezando sua condi¢c&o idnica, ja que a desexcitagéo sera

medida a partir de radiagbes y emitidas pelo nucleo radioativo, independente de sua

eletrosfera.
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O sangue possui varios elementos que podem ser mensurados a partir desse
método, como o cloro, o potassio e o sédio, por exemplo, (ver Figuras 1 e 2), cada
um deles emitindo radiagdo y com energia e meia vida caracteristicas que os

identifica. No caso do ferro, em particular, s&o utilizadas as radiagdes de 1099 keV

el/ou 1291keV para sua identificagcdo e quantificagao.
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raios y nao identificados dizem respeito as energias das radiagées que compdem a radiagéo
de fundo do laboratério (Oliveira, 2003).
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Figura 2. Espectro parcial de raios y do sangue total ( Beagle) ativado com néutrons, onde:
SE e DE séo Simples e Duplo Escape da radiagéo-y (Oliveira, 2003).
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A composico isotdpica é o conjunto de formas que um elemento quimico
pode se apresentar na natureza, sob aspecto de sua condi¢do nuclear, ou seja, sua
condicao isotdpica, que significa dizer que o ntcleo do atomo de ferro encontra-se
na natureza com diferentes nimeros de massa (A), porém conservando sua
identidade quimica. Para ilustrar, a Figura 3 apresenta a combosic;éo dos is6topos
de ferro na natureza e conforme Tabela 1 algumas de suas propriedades nucleares,

relacionadas a seus is6topos, que -permitem sua quantificacdo via metodologia

nuclear (AAN).

Composigao isotépica do ferro

106,00%"

80,00%-

§0,00%

40,00% -

20,05%

0,00%+=

Fe 58 Fe 57 Fe 56 F2 54

is6topos do ferro

Figura 3. Composigao Isotdpica (em %) do ferro na natureza (Oliveira, 2003).
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Tabela 1. Composigéo isotopica do ferro na natureza, as reacdes nucleares

possiveis com néutrons e os raios y emitidos.

Composicédo Is6topos Reagdo Nuclear Energia do raio v (Ey)
Isotopica de Fe A
Fe NA (n, yY)NP— (T 172) emitido por NP
(%)
(keV)

59 Fe* Fe* (n, ) Fe* —(2,7 anos) n&o emite raios y
91,7 Fe* Fe* (n, y) Fe” estével*
2,1 Fe¥ Fe® (n, ) Fe estavel”
0,28 Fe®® Fe® (n, y) Fe*® —(44 dias) 1099, 1291

A: én°de massa
NA : ndcleo alvo (sangue)
NP: nucleo produzido apds 0 bombardeio com néutrons (sangue radioativo)

T 112: meia vida (tempo necessario para que a taxa de emissao de raios y decaiam a
metade)

* ndo ha formacgao de nucleo radioativo

Como se pode observar na Tabela 1, somente o ferro na forma de Fe>® que
representa 0,28% da composicdo total de ferro na natureza, é passivel de

quantificacdo pelo método nuclear, via Fe > que é radioativo.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Tipo e Populagao de Estudo

Para a padronizagédo da analise do sangue, via metodologia nuclear, foram
coletadas amostras de sangue total de doadores voluntarios do Banco de Sangue
Paulista, mediante autorizagcdo por escrito no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido a respeito do trabalho em desenvolvimento (anexo |), conforme padroes

éticos para trabalho envolvendo seres humanos.

A populagéo escolhida para o estudo foi a de doadores de sangue, cujo perfil
atende um padrdo previsto em legislagdo propria, com faixa etaria definida, bem
como valores de hemoglobina, pressdo arterial, auséncia de febre e sorologia
negativa para doengas infecto-contagiosas. Esses fatores foram considerados
importantes numa tentativa de minimizar situagbes como processos infecciosos,
anemias ou doengas crénicas que interferem nos valores normais do ferro sérico, ja

que exclui-los ainda ndo € possivel pelos parametros estabelecidos na legislag&o

vigente.
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4.2 Metodologia Nuclear

4.2.1 Obtencao dos parametros nucleares

O método nuclear consiste em irradiar pequenas quantidades de material
bioldgico (amostras de sangue) com néutrons no Reator IEA-R1 (IPEN) e analisar a
radiagdo y induzida ap6s a ativag&o nuclear. O uso da técnica de ativagdo com
néutrons fornece informagdes quali - quantitativa dos materiais ativados, no caso em
estudo, 0 sangue humano. Mas, para a utilizagdo deste método de andlise €
necessario o0 conhecimento do fluxo de néutrons. Particularmente, para
determinacdo de fluxo de néutrons em reator térmico emprega-se a técnica da
Razao de Cadmio (MUECK; BENSCH, 1993, Cadmium correction factors of several
thermal neutron foil detectors). A utilizacdo deste procedimento permite a

determinac&o do fluxo pela expressao:

dn=A" M (1-Fcd/Rcd)/m. Na. o . kt [eq.1]

onde:

¢n fluxo de néutrons

AM atividade de saturagéo do detetor de ativagéo (folha de Ouro)

M peso atdmico do ouro (Au)

Na nimero de Avogadro

m massa da amostra de ouro

Fcd fator de Cadmio, tabelado na referéncia (MUECK & BENSCH, 1973)

Rcd a razdo obtida experimentalmente pela irradiagdo das folhas de Ouro (nua e
coberta com Cadmio).

o segdo de choque de ativagéo ( tabelado)

kt fator de perturbagdo do fluxo, tabelado na referéncia (MESTINICK, 1978,
MCLEROY et al., 1967)
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A medida da atividade pode ser obtida por um sistema de contagem

conhecendo-se e eficiéncia de detecgdo da transicdo y de interesse usando a

expressao:
A=Cy.Mey. ly.(1-e?). e (1-e?*™) [eq. 2]

onde:
A atividade do isétopo

Cy area da transicdo gama discriminada, obtida pelo programa de ajuste IDF
(GOFFON, 1987)

A constante de desintegracéo ( tabelado)

gy eficiéncia de detecgcdo na energia da transi¢do gama discriminada
( medida experimentalmente)

ly  intensidade da transi¢cdo gama discriminada ( tabelada)

Ti  tempo de irradiagao ( estabelecido)

Te tempo de espera (intervalo de tempo que decorre entre o final da irradiagéo e o
inicio da contagem)

Tc tempo de contagem ( estabelecido)

Desta forma, obtém-se a concentragdo de ferro ativado, nas amostras

biolégicas em questéo.

4.3 Instrumentacao Nuclear

A instrumentacao nuclear utilizada na aquisi¢do dos espectros em energia da
radiacéo y constitui-se de um espectrometro-y, um sistema eletrénico e um sistema

de aquisigao de dados descritos a seguir.

O espectrometro-y & constituido por um detetor semicondutor de Germanio

hiperpuro montado no interior de uma blindagem de chumbo. Este tipo de blindagem
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€ necessadria para minimizar a radiacdo de fundo do laboratério. Um suporte circular

de lucite, centralizado sobre a face do detetor, sustenta a amostra de sangue.

O sistema de aquisicio de dados consiste de um detetor para medida de

radiacdo vy, fonte de alimentacdo e um multicanal ADCAM, (ORTEC-918-A)

controlado por um microcomputador padrio PC-486.

Na figura 4 é apresentado um diagrama ilustrativo do instrumental utilizado.

Alta
Voltagem

bkE " T SIST]ZMADE
DETETOR = AMPLIFICADOR > AMPLIFICADOR E(> AQUISICAO

MICRO
COMPUTADOR

Figura 4: Esquema simplificado do arranjo eletrénico utilizado.

4.4 Analise de dados

Cada amostra bioldgica de sangue, juntamente com as amostras de ouro,
(nua e com Cd), s&o irradiadas no reator IEA-R1, permitindo a ativacdo simultanea
destes materiais. Desta forma obtém-se os espectros de raios vy tanto para o célculo
do fluxo de néutrons bem como para a obtencéo da concentracéo do elemento ferro

ativado, nas mesmas condigbes de irradiagao.



ApGs a irradiacdo, as amoétras de ouro s&o submetidas a contagem, no
espectrometro de raios y, permitindo a identificagéo e célculo da drea da transigéo
gama de 411keV do '""Au para determinacdo do fluxo de néutrons. Da mesma
forma, cada amostra biolégica serd também submetida & contagem no
espectrémetro-y, permitindo a identificagdo e célculo das areas das transices y de
interesse no Ferro que correspondem as energias de 1099 e 1291 keV. Esses

espectros de raios y sdo analisados utilizando-se o programa IDF (GOFFON, 1987).

De posse da curva de eficiéncia do espectrdmetro-y, do valor do fluxo de

néutrons, da area da transicédo y de interesse, obtém-se a concentragdo de elemento

Ferro nas amostras de sangue utilizando um software desenvolvido por Medeiros

(2002).



4.5 Procedimento Expérimental

O procedimento consistiu em coletar e irradiar sangue com néutrons, no
Reator IEA-R1 do IPEN, estabelecendo as condigdes de otimizagéo para obtengéo
da concentragéo de ferro em sangue. Os parametros avaliados foram a quantidade
de sangue, tempo de irradiagédo e tempo de contagem da radiacdo gama emitida

pelo Ferro.

4.5.1 Coleta e Preparo das Amostras

Para o desenvolvimento desta parametrizagdo foram colhidos
aproximadamente 2 ml de sangue total de doadores voluntarios do Banco de
Sangue Paulista, na auséncia de qualquer tipo de anticoagulante (tubo seco).
Imediatamente apds a coleta, parte do sangue total foi transferido para cilindros
plasticos, apropriados para coleta de material bioldégico (eppendorf), antes da
coagulacdo. O sangue restante, no tubo de coleta, era entdo centrifugado a
3.000rpm, durante 10 minutos, para a obtengdo do soro. Da mesma forma, as
amostras de soro foram acondicionadas nos cilindros plasticos. Foram preparadas
amostras de diferentes aliquotas (100, 300 e 500ul), em duplicata sempre que
possivel (em funcdo da coagulacio, nem sempre foi possivel colher sangue total em
duplicata para diferentes aliquotas), tanto de sangue total como soro de cada
doador. Portanto de cada doador foram preparadas 6 amostras de sangue total

(duas de 100 pl; duas de 300 pl; duas de 500ul) e 6 de soro (nas mesmas aliquotas).
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4.5.2 Padronizagao do ‘método nuclear

Para padronizagdo do método foram analisadas as diferentes aliquotas de

sangue total e soro em relagéo ao tempo de irradiacdo. Cada amostra foi analisada

apods 30, 60’, 120’ e 480’ de irradiagéo.

Uma vez estabelecida a quantidade de sangue e o tempo de irradiagéo para
ativagao do ferro, a etapa seguinte consistiu em estabelecer o tempo de contagem
da radiagdo emitida pelo ferro radioativo (Fe™®), para as medidas efetuadas no

espectrometro de raios gama, descrito na segdo 4.3 (instrumentagdo nuclear).
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5 RESULTADOS

No presente estudo foram irradiadas amostras de sangue total e de seu Soro,

de diferentes aliquotas (100, 300 e 500ul), para obtencdo dos parametros que

permitam a ativacdo do isétopo de Fe *® de forma otimizada.

Na Tabela 2 é apresentado um quadro que sintetiza os resultados obtidos nos
ensaios realizados via metodologia nuclear e nas Figuras 5 e 6 sao apresentados os

espectros comparativos de raios gama de uma das amostras em fungéo do tempo

de irradiagao.
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Tabela 2. Sintese dos resultados obtidos referentes 3 irradiacdo das
diferentes aliquotas de sangue total e soro, realizadas em diferentes tempos de

irradiac@o, num fluxo de néutrons da ordem de ~10 ?ncm?s™.

Tempo de lrradiagdo (minutos)

Aliquotas MB n 30 60 120 480
(1)
100 ST 8 na na na na
100 S 8 na na na na
300ST 4 aND aND aND aND
300S 4 na na na na
500 ST 8 a a a a
500 S 4 na na na aND

ST: sangue Total

S soro

n: numero de amostras irradiadas

na : ndo ativado

aND: ativado mas Nao Determinado em fungéo da baixa estatistica de contagem.
a: ativado e possivel de determinagéo

MB: material biologico
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Figura 5: Espectro comparativo obtido com a ativagdo da amostra de sangue total
(500ul). Em destaque a energia de 1091keV do Fe **.
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Figura 6: Espectro comparativo obtido com a ativagao da amostra de sangue total
(500ul). Em destaque a energia de 1291keV do Fe .



De acordo com a Tabela 2 foi possivel estabelecer as condigbes de
otimizacé&o do método para aliquotas de 500ul de sangue total, tempo de irradiagdo
de 120 minutos e 1 hora de contagem. Para ilustrar, na Figura 7 € apresentado o
resultado obtido para concentragdo de ferro para as condigdes pré-estabelecidas.
Embora a ativagdo do sangue tenha sido obtida em 30 minutos.de irradiagao, o erro
associado a irradiagdo de 2 horas (~9%) é significativamente menor,
comparativamente as irradiagbes de 30 (~31%) e 60 (~24%) minutos, apesar da

irradiac&o de 8 horas apresentar menor erro (~5%), mas inviabilizar o processo.

Concentragao de ferro em fungao do tempo de
irradiagao

04

o
w

Fe (g/Kg)
o
N

©
-—

30 60 120 480
Tempo de irradiagao (min.)

Figura 7. Concentragao de ferro em sangue total. Os valores obtidos correspondem a

ativagdo da aliquota de 500ul considerando-se um fiuxo da ordem de 10'2n cm s ™.



6 DISCUSSAO

A determinagao da concentragéo de ferro no organismo humano é informagéo
valiosa para a clinica, pela importancia desse elemento no metabolismo e as
patologias associadas a sua caréncia efou éo seu acumulo, dai a variedade de
ferramentas disponiveis para a quantificagdo desse elemento. Porém, apesar da
grande oferta de técnicas quantitativas, alguns fatores limitam seu uso
(hemossiderina na medula éssea) pelo grau de invasividade da técnica e outros
induzem a erro, como a presenga de infecgdes no individuo, condigbes da amostra

etc.

O uso da técnica de ativagdo com néutrons fornece informacées quali -
quantitativa dos materiais ativados com um diferencial importante: a utilizacdo de
sangue total, dispensando o uso de anticoagulantes, excluindo a necessidade de
separacgédo do soro e reduzindo interferéncias relevantes que alteram resultados nos
ensaios colorimétricos como nos casos de amostras hemolisadas ou lipémicas, por

exemplo.

A metodologia nuclear apresentada reduziu significativamente a quantidade
de material bioldgico necessario para execugéo da quantificagio de ferro em sangue
total, consequentemente, diminuiu também o tempo de preparo e o periodo de
manuseio do sangue pelo corpo técnico do laboratdrio. Além disso, por utilizar
sangue total na realizagdo da andlise tem-se uma redugdo também nos custos
envolvidos, desde a coleta do material bem como na sua quantificagdo, pois

dispensa o uso de reagentes e o emprego de varias analises clinicas em



comparagao com o procedimento convencional (dosagem do ferro sérico, ferritina e
capacidade total de fixagcdo do ferro), além de facilitar seu transporte e permitir sua
reavaliacdo, se necessario, apés o término de sua atividade residual que é de

aproximadamente trés meses. Um fluxograma comparativo entre os métodos

(convencional e nuclear) é apresentado na figura 8.

Apesar da metodologia nuclear ter sido aplicada também as amostras de soro
o elemento ferro ndo sofreu ativagao suficiente para que se pudesse mensura-lo de
forma precisa, comparativamente a analise de sangue total, fato este que se deve a
maior concentracao de ferro em sangue total.

£m vista da padronizagdo da aliquota e do tempo adequado para a ativagao e
mensuracdo do ferro nas amostras, da viabilidade da técnica e os beneficios
oferecidos, ainda resta estabelecer os valores de referéncia (VESTERBERG et al,,
1993) para o elemento ferro em amostra de sangue total de humanos “saudaveis’,
considerando as condi¢cdes de padronizagdo estabelecidas no presente estudo.
Desta forma ter-se-a uma ferramenta precisa para futuras avaliagbes de patologias

relacionadas ao excesso ou deficiéncia de ferro em sangue total de humanos.
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7 CONCLUSOES

1. A metodologia nuclear para a determinagdo de Ferro foi otimizada para

0 uso do sangue total;

2. Foi possivel a padronizagdo da técnica nuclear para a dosagem de
ferro, sendo estabelecida aliquota de 500ul de sangue total em 120 minutos de

irradiagdo, com néutrons do Reator IEA-R1 do IPEN.

3. A reprodutibilidade foi possivel ap6s o periodo de atividade residual de
3 meses;

4, CondigGes como hemédlise n&o interferem na quantificagéo do ferro:

5. Perspectivas futuras: estabelecer os valores de referéncia para o

elemento ferro em sangue total.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito da
pesquisa que serd realizada com minha amostra de sangue, ficando claro que
minha participagéo € isenta de despesas e de quaisquer riscos, com garantia
de confidencialidade e esclarecimentos permanentes.

Concordo voluntariamente a participar deste estudo sem prejuizo
de qualquer beneficio que eu tenha adquirido.

Assinatura do doador

Testemunha

Séo Paulo, de de 2004.




ANEXO 1l

vii

TABELA DE PARAMETROS NUCLEARES

Is6topo | Energia T..(d) M c (b) ly (%) A (s)
(KeV)
Fe> 1099,25 44,5 55,85 1,15 56,5% |1,8x10"
Au'®’ 411,80 2,7 196,97 98,65 955 |2,97x10°




