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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo obter a concentracdo de Ferro em sangue total utilizando o método Absoluto de
Andlise por Ativacdo por Néutrons. Os resultados mostram a viabilidade da metodologia nuclear para uso em
andlises hematol gicas e em estudos relacionados a Anatomia Patol égica e Patologia Clinica que visam elucidar
0 metabolismo do ferro e a sua determinaco nos organismos Vivos. E apresentada também uma discussio
envolvendo as vantagens e limitagdes do uso da técnica comparativamente aos métodos convencional mente
empregados.

1. INTRODUCAO

Vé&rios estudos destinam-se a elucidar o metabolismo do ferro e a sua determinacdo nos
organismos vivos. Quase sempre as suas variacdes, excesso ou deficiéncia, estdo associadas a
algum tipo de patologia em curso. O ferro € absorvido através da dieta didria e ndo possui via
fisiologica de excrecdo, desta forma, o controle da quantidade de ferro corporal € feito pela
regulacéo de sua absorcéo pelo o organismo. Em casos de caréncia de ferro, as manifestacoes
se tornardo evidentes clinica e laboratorialmente, somente quando o estoque organico estiver
exaurido, estabelecendo-se a anemia ferropriva. Por outro lado, qualquer falha no complexo
mecanismo regulador da absorcdo e disponibilizacdo do ferro podem incorrer em um
acumulo desse elemento no organismo, em Orgdos como o figado e o coracdo, o0 que é
potencialmente danoso, caracterizando a hemocromatose, ou ainda, distirbios na utilizacéo
do ferro pélos precursores eritréides, permanecendo na forma de deposito caracteristico da
anemia de doencas cronicas.

Dada a importancia da manutencdo dos niveis de ferro dentro da normalidade, so vérios os
ensaios para sua quantificagdo, usando soro, mas nenhum deles isoladamente é
suficientemente sensivel ou especifico para avaliar o status de ferro organico. O melhor
marcador de Fe ndo existe, entretanto, os diferentes testes complementam-se por detectar



diferentes estagios e mostrar individualmente a extensdo clinica da deficiéncia e/ou acimulo
de ferro no organismo [1]. Na pratica, 0 parametro laboratoria considerado como “padrao
ouro” para avaliacdo do status de ferro no organismo constitui a pesquisa de in vitro de
hemossiderina nas células da medula 6ssea, com reacdo quimica do azul-da-prussia. A
hemossiderina consiste numa das formas de armazenamento do ferro presente em grande
parte em macrofagos e mondécitos da medula éssea; sua auséncia € indicativa de deplecdo do
ferro orgénico. Esse exame apesar de conclusivo trata-se de um método impréprio para
triagem pelo seu cardter invasivo [2], além disso, a biopsia de medula éssea € mais
recomendada do que o aspirado e visto que as amostras devem ser descalcificadas, os agentes
utilizados nesse processo poderiam destruir certa quantidade de ferro [3]. Usualmente, para a
quantificacdo precisa de Fe, faz-se necess&rio uma amostra livre de interferentes como
hemalise, hiperlipemia, e presenca de processos infecciosos no organismo. Além disso, esta
quantificagdo requer a combinagdo de varias técnicas como: dosagem do Ferro Sérico,
Ferritina Sérica, Saturacdo de Transferrina (ST) e Capacidade Tota de Fixacdo do Ferro
(CTFF), realizadas em soro [1].

Particularmente no Brasil, considerando-se que a anemia por deficiéncia de Fe é um
problema de salide publica, atingindo cerca de 60% da populagdo, principalmente criancas de
4 a 24 meses de idade, adolescentes do sexo feminino, gestantes e nutrizes [4] justifica-se a
busca de métodos dternativos para quantificacdo de Fe em sangue sendo de fundamental
importancia em patologia clinica.

O presente estudo é portanto, dedicado a avaliagdo do uso de metodologia nuclear para
aplicagdo na area médica, mais especificamente, em Patologia Clinica. A relevancia deste
estudo reside no fato de que o diagndstico tradicional, para identificacdo do quadro anémico,
necessita da pesquisa de hemossiderina e/ou de vérias andlises laboratoriais em soro [1].
Além disso, esses ensaios requerem equipamentos apropriados, padronizacdo da coleta e
conservagdo da amostra, fatores estes que contribuem tanto para 0 elevado custo dessas
analises bem como no prazo de obtencéo dos resultados.

2. METODOLOGIAS DISPONIVEIS PARA A DETERMINACAO DO FERRO

A determinacdo da Ferritina Sérica € Util para uma estimativa das reservas organicas de Fe.
Entretanto, sua estimativa pode ter interferéncia de infecgdes crénicas, distlrbios
inflamatérios e neoplasias, 0 que vem dificultar 0 estabelecimento de um ponto de corte
plausivel paraaavaliacdo do status de ferro corporal. Sua dosagem no soro pode ser realizada
por muitos métodos, como ensaio imunoradiométrico, ensaio imunoenzimético e ainda por
guimioluminescéncia. Complementar a dosagem da Ferritina Sérica tem-se a avaliagdo da
CTFF que consiste na medida da concentragcéo méaxima de Fe que as proteinas do soro podem
transportar. Esta avaiacéo € Util na identificacdo de um quadro ferropénico, quando ocorre
um aumento deste parametro (CTFF), indicando uma maior necessidade de transporte de
ferro. Por outro lado, situagcdes nas quais ha inflamacao, este parémetro encontra-se reduzido.
Ha outras situacfes ainda, em que inflamagdo e a ferropenia estdo presentes mas a avaliacéo
da CTFF encontra-se normal, 0 que o torna este Ultimo um método menos fidedigno. Na
prética, sua determinacdo é feita colorimétricamente pela adi¢éo de Ferro Férrico, na amostra
de soro, em quantidade suficiente para saturar os sitios de ligagdo da transferrina; ap0Os a
leitura da absorbancia (A1), é adicionado carbonato de magnésio que forma um complexo
magenta brilhante com o ferro em excesso e uma posterior leitura da absorbancia é realizada
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(A2). A CTFF é calculada baseada na subtracéo das absorbancias obtidas e a quantidade de
Ferro Sérico da amostra.

A determinagdo do Ferro Sérico é também uma ferramenta muito utilizada pélos laboratérios
de andlises clinicas, pois trata-se de um par@metro bastante sensivel quando as reservas
corporais do Fe ja estéo esgotadas. Mas, € um pardmetro também passivel de interferéncias
guando h& processos infecciosos, gestacdo ou ainda quando a concentracdo de ferritina na
amostra de soro apresenta concentragtes superiores a 100ig/l [3]. Sua determinacdo baseia-
se na liberagdo do Ferro Férrico ligado a transferrina em condicdo de pH do soro reduzido,
havendo uma conversdo do Ferro Férrico para Ferro Ferroso, que ser4 complexado a um
cromogeno de elevada absorbancia, a batofenantrolina e a ferrozina, para que posteriormente
sgja efetuada a leitura espectrofotométrica. A partir da relacdo entre a dosagem de Ferro
Sérico e a CTFF, obtém-se a Saturagdo da Transferrina (ST), onde, ST(%)=100 x Fe na
capacidade total de ligagéo de Fe do soro.

Como se pode constatar estas metodologias sdo complementares e necessitam de elaborado
preparo € manuseio do material bioldgico pelo corpo técnico, pois envolvem desde a
separacdo soro ou plasma até a realizacdo dos varios ensaios.

3. METODOLOGIA NUCLEAR PARA A DETERMINACAO DO FERRO

Fazendo uso do método Absoluto de Andlise por Ativacdo com Néutrons pretende-se obter a
concentracdo de Ferro em sangue com precisdo e vantagens, comparativamente aos
procedimentos convencionais, pois parte-se de uma simplificacdo importante que é a
utilizacdo de sangue total, que dispensa o uso de anticoagulantes e reagentes especificos,
excluindo assim a necessidade de separagdo do soro e consequentemente reduzindo
interferéncias relevantes que ateram resultados nos ensaios colorimétricos, como nos casos
de amostras hemolisadas ou lipémicas, por exemplo.

O método nuclear consiste em irradiar pequenas quantidades de material biol6gico com
néutrons e analisar as radiagdes gama induzidas apls a ativacdo que, por sua vez, geram
informacfes quali - quantitativas dos materiais bioldgicos ativados. Entretanto, para a
utilizacdo deste método é necessario o conhecimento do fluxo de néutrons, o qual pode ser
obtido empregando-se a técnica da Razéo de Cadmio [5]. Esta etapa consiste em irradiar cada
amostra biol 6gica, juntamente com detetores de ativacéo, no caso folhas de Au (nua e coberta
com Cd), no reator IEA-R1. Desta forma obtém-se os espectros de raios gama tanto para o
céculo do fluxo bem como para a obtencéo da concentracdo do elemento Fe, nas mesmas
condicOes de irradiagdo. Apds a irradiacdo, os detetores de Au sdo submetidos a contagem,
no espectrdmetro de raios gama, permitindo a identificacdo e cllculo da érea da transicéo
gama de 411keV do *’Au para determinacdo do fluxo de néutrons. Da mesma forma, a
amostra bioldgica é também submetida a contagem, permitindo a identificacdo e calculo das
areas das transicdes de interesse no Fe, que correspondem as energias de 1099 e 1291 keV.
Esses parametros juntamente com a curva de eficiéncia do espectrdmetro gama [5] iréo
fornecer subsidios para a quantificacdo do Fe. Para esta etapa do trabalho utiliza-se codigos
computacionais desenvolvidos para atender essas necessidades simplificando o procedimento
de analise de dados [6,7].

INAC 2005, Santos, SP, Brazil.



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Para realizacdo das andlise de sangue via metodologia nuclear foram coletadas amostras de
sangue total de doadores voluntéarios do Bancos de Sangue Paulista, mediante autorizacéo por
ecrito no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a respeito do trabaho em
desenvolvimento, conforme padrdes éticos para trabalho envolvendo seres humanos. A
populacdo escolhida para o estudo foi a de doadores de sangue, cujo perfil atende ao padréo
previsto em legislacdo propria, com faixa etaria definida, bem como valores de hemoglobina,
pressdo arterial, auséncia de febre e sorologia negativa prevista para doadores de sangue,
buscando evitar prejuizos a salide do doador e do receptor do sangue. Esses fatores foram
considerados importantes numa tentativa de minimizar situagbes como processos infecciosos
ou doengas cronicas, por exemplo, que interferem nos valores normais do Ferro Sérico, ja que
exclui-los ainda ndo € possivel pélos parametros estabelecidos na legislacdo vigente. Foram
colhidas de cada doador amostras de sangue total (~2ml), na auséncia de qualquer tipo de
anticoagulante. Imediatamente apds a coleta, aliquotas de 500m de sangue total foram
transferidas para cilindros plésticos, apropriados para coleta de material bioldgico, antes do
processo de coagulacdo. Sempre que possivel (isto é, antes do processo de coagulacdo) as
amostras foram preparadas em duplicata. O sangue restante, no tubo de coleta, foi
centrifugado a 3.000rpm durante 10 minutos para a obtencdo do soro. Posteriormente, as
amostras biol6gicas juntamente como os detetores de ativacéo (folhas de Au com ~0,8 mg,
cada) foram submetidas a 1 hora de irradiagdo com néutrons, no Reator |EA - R1 do IPEN,
para posterior andlise.

De acordo com este procedimento foi possivel estabelecer as condi¢cdes de otimizacdo do
método nuclear para aiquotas de 500m de sangue total, irradiacdo de lhora, tempo de
resfriamento de 12horas e 2 horas de contagem. Para os detetores de ativagdo 0s espectros
necessitam de 30 segundos de contagem. As medidas de BG s&o realizadas para nas duas
etapas. 2 horas e 30 segundos, respectivamente. Desta forma, em media, em 24 horas é
possivel a conclusdo da analise de Fe em sangue total via metodologia nuclear.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos para concentracéo de Fe bem como dos
demais elementos passiveis de quantificagcdo, além disso, foram incluidas nesta tabela os
resultados da andlise de duas amostras, descartadas pelo Banco de Sangue, que sugerem a
existéncia de uma correlagéo entre os elementos medidos em funcéo da variagdo (no caso
déficit) de Fe.

Com relagdo as amostras de soro, parte deste material bioldgico foi submetido aos testes
clinicos para selecdo dos doadores, e parte (sempre que disponivel) submetida a0 mesmo
procedimento de irradiacéo (500m de soro irradiados por 60 minutos), entretanto, a ativacéo
do Fe em soro sb veio a ocorrer apos 8 horas de irradiacdo. Portanto, a utilizacdo de soro ndo
traz vantagens comparativamente a0 uso de sangue total e nem com relacdo aos
procedimentos convencionais, pois aém de necessitar de longo periodo de irradiacéo e
conseguentemente longo periodo de espera, da ordem de 48 horas (no minimo), em fungdo da
alta atividade induzida devido a presenca de Na e K para que sgja possivel seu manuseio e
quantificagao.
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Tabela 1. Concentracgao dos elementos (g ') medidos em sangue total .

Amostras Br Ca K Na Fe
D1 0,0050 + 0,0014 nd 1,43+ 0,14 1,48 + 0,05 0,26 £ 0,07
D2 0,0046 + 0,0006 nd 1,13+ 0,13 1,45+ 0,05 0,29 + 0,08
D3 0,0064 + 0,0009 | 0,18+ 0,04 1,64 +0,17 1,52 + 0,05 0,28 +£ 0,09
D4 0,0087 + 0,0011| 0,27 £ 0,07 1,45+ 0,18 1,71+ 0,06 0,29 £ 0,07
D5 0,0071+0,0008 | 0,18+ 0,04 1,19+ 0,16 1,72 + 0,06 0,23+ 0,07
D6 0,0035+0,0004 | 0,23%0,04 1,41 + 0,09 1,48 + 0,05 0,20 £ 0,07
D7 0,0066 + 0,0025 | 0,19+ 0,04 1,52 + 0,10 1,54 + 0,05 0,31+ 0,07
D8 0,0089 + 0,0019 | 0,21+ 0,04 1,35+ 0,10 1,46 + 0,05 0,24 + 0,08
D9 0,0035+ 0,0009 | 0,09+ 0,02 0,78 £ 0,06 1,04 + 0,03 0,08 +£ 0,08
°D10 0,0036 + 0,0007 | 0,20+ 0,04 1,65+0,12 1,73+ 0,06 0,11 + 0,07

a. sem duplicata
b. dosagem de Ferro Sérico < 0,69 1™
nd: ndo determinado

5. CONCLUSAO

A determinacdo da concentracdo de Fe no organismo humano € informacéo valiosa para a
clinica, pela importancia desse elemento no metabolismo e sua correlacdo com as patologias
associadas a sua caréncia e/ou excesso, dai a variedade de ferramentas disponiveis para sua
quantificacdo. Apesar da grande oferta de técnicas laboratoriais quantitativas, alguns fatores
limitam a sua utilizacdo, seja pelo carédter invasivo da técnica ao paciente (hemossiderina na
medula 6ssea) ou por fatores externos interferentes a exemplo de infecdes, gestacdo ou
condicbes da amostra apds a coleta.

O uso da técnica de ativagdo com néutrons fornece a quantificagdo de ferro de forma &gil e
precisa com um diferencial importante, a utilizacdo de sangue total, eliminando a etapa de
separacdo do soro, simplificando o procedimento de coleta e reduzindo, também, o tempo de
preparo e o periodo de manuseio do sangue pelo corpo técnico do laboratorio, além de
permitir sua reavaliagdo, se necessario, apds o término de sua atividade residual que é de
aproximadamente trés meses. Outro aspecto positivo, extraido deste estudo, relaciona-se ao
uso da estimava de Fe em sangue total como parametro para avaliacdo de disfuncOes
associadas ao seu acumulo ou déficit no organismo, dispensando o emprego e associacdo dos
vérios exames laboratoriais convencionais para interpretacdo dos resultados.

Neste estudo a metodologia nuclear para determinacéo de Fe foi otimizada para uso em
sangue total permitindo sua quantificacdo em 24 horas. Embora este procedimento tenha sido
aplicado também a analise de Fe soro, sua utilizagcdo ndo traz vantagens comparativamente ao
uso de sangue total pois além de necessitar de longo periodo de irradiacdo (8horas) e de
espera (dias) ainda requer a etapa de separacéo do soro. Além disso, os valores obtidos de Fe
em soro via ativagdo neutronica ndo geram informagéo adicional relevante pois um confronto
com os valores estabel ecidos pélos os métodos convencionais, como descritos na secdo 2, ndo
permitem um comparacdo fidedigna, pois os valores associados a medidas de Fe no soro
(valor de referéncia atribuido a cada uma das andlises) estéo relacionadas a sua condicéo
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ionica enquanto a avaliagdo via metodol ogia nuclear fornece uma estimativa da concentracéo
total de ferro no sangue.

Finamente tem-se ainda, entre as vantagens do uso do méodo, a possibilidade da
quantificacéo de outros elementos que também sdo ativados, como: Br, Ca, K e Na, o0 que
nem sempre € possivel pélos procedimentos usuais. Esta simultaneidade das andlises abre
uma nova perspectiva para o estudo das func¢bes do Ferro no sangue pois permitira avaliar as
correlagdes entre os elementos medidos.

Considerando-se a viabilidade do emprego do método nuclear, para determinacdo da
concentragdo de Ferro em sangue total, tem-se um desdobramento importante deste estudo
que diz respeito a necessidade de estabelecer seu vaor de referéncia em sangue total, para
viabilizar seu emprego em andlises hematolégicas e em estudos relacionados a Anatomia
Patol 6gica e Patologia Clinica, que visam elucidar o metabolismo do Fe e a sua determinacéo
NOS Organi Smos Vivos.
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