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RESUMO

A deficiéncia de ferro é uma das alteragdes nutricionais mais comumente
observada nos seres humanos, apresentando um espectro entre a deplecdo sem
comprometimento fisiologico, até a anemia com inimeras conseqiiéncias nos mais
variados oOrgdos e sistemas. A ferritina € a principal proteina envolvida no
armazenamento de ferro, sendo encontrada no meio intracelular e também como um
constituinte normal do plasma, fluidos corporais e das hemacias circulantes. Ferritinas
derivadas de diferentes tecidos apresentam distintas propriedades como: estrutura
primaria, teor de fosfato no nicleo mineral, mobilidade eletroforética e proporgéo
relativa de subunidades H e L, determinando diferengas estruturais, imunologicas, em
ponto isoelétrico e capacidade oxidativa. Estudos demonstram a relagdo direta entre a
concentra¢do de ferritina no soro € os estoques de ferro nos tecidos. A sintese de
ferritina plasmatica pode ser estimulada por citoquinas, sendo que niveis séricos
apresentam-se aumentados em pacientes com doengas inflamatérias, comprometendo
a avaliagdo dos niveis reais de ferro intracelular. Os sistemas comerciais disponiveis
para a dosagem de ferritina plasmatica nos laboratorios clinicos, estdo baseados em
ensaios imunoenzimaticos utilizando anticorpos antiferritina especificos ligados a
enzimas. Alguns agentes quelantes ou redutores, sendo muitos destes medicamentos,
tém capacidade de liberar ferro da ferritina e também de ligar-se a estrutura proteica,
promovendo possiveis alteragdes estruturais, inclusive do sitio antigénico, o que
poderia, no caso da ferritina, afetar o reconhecimento pelos anticorpos. Neste trabalho
avaliamos se a metodologia de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), do
sistema ASXYM - Abbott Laboratories, quantifica adequadamente ferritinas em
fungdo do tecido de origem (bago, figado e coragdo), e se alguns medicamentos,
especialmente de uso prolongado, podem influenciar na metodologia. Os resultados
das dosagens de ferritinas teciduais indicaram especificidade e sensibilidade para
ferritina de bago (93 a 100 %), porém nio quantificando adequadamente as ferritinas
de figado (10 %) e coragdo (0 %). No estudo de possivel interferéncia causada por
medicamentos (nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina),
observou-se que em concentragdes especificas de farmaco e proteina  ocorre
interferéncia significativa da ciprofloxacina na metodologia e, como conseqiiéncia,
nos resultados.



ABSTRACT

Iron deficiency is the most common nutritional human disorder, and its clinical
manifestations range from slight abatement to severe features. Ferritin is the main
protein envolved in iron storage, and it is also found in plasma. There are tissue
specific ferritins, with different properties as primary structure, phosphate ratio at
mineral core, electrophoretic mobility, variable proportion of H and L monomers,
which lead to different structural, immunological, isoelectric point and oxidation
activity characteristics. Studies exhibited a direct relation between plasmatic ferritin
concentration and tissue storage. The plasmatic ferritin synthesis may be stimulated by
inflammatory cytokines, which may mislead the true tissue iron concentration. The
ferritin measurement is based upon enzymatic immunoassays using specific antiferritin
antibodies linked to enzymes. This present work intended to evaluate the microparticle
enzyme immunoassay (MEIA) in measuring ferritin concentration from different
origins as spleen, liver and heart, as well as trying to check whether some drugs may
affect the results. The ferritin tissue measurement data disclosed, using this method,
high specificity to spleen ferritin (93 to 100 %), moderate to liver ferritin (10 %) and
absence to heart ferritin (0 %). The study showed no interference for drugs used in this
work: nitrofurantoin, metronidazole, paracetamol and acyclovir but sugests that in
specific concentrations and incubation time cyprofloxacin did affect the results.



1 INTRODUCAO

A grande disponibilidade natural associada ao fato de apresentar dois estados
redox interconversiveis confere ao ferro importancia evolutiva, considerando o fato de
participar ativamente de uma variedade enorme de reagdes biologicas. A importancia
do ferro em fung¢des vitais do metabolismo celular faz com que as células apresentem
uma necessidade absoluta de ferro, sendo sugerido, inclusive, que reagdes catalisadas
por este ion possam ter feito parte das primeiras etapas na origem da vida
(WACHTERSHAUSER, 1992). As fungdes do ion podem ser exercidas tanto na
forma de numerosas proteinas que ndo contém heme, como também no complexo de
protoporfirinas das hemoproteinas. A fungdo primordial do ferro no crescimento e
replicacdo celular deve-se ao fato de que muitas proteinas contendo ferro catalisam
reag0es essenciais envolvidas no metabolismo energético (citocromos, aconitase
mitocondrial, proteinas Fe-S da cadeia de transporte de elétrons), respiragdo
(hemoglobina e mioglobina), ¢ na sintese de DNA (ribonucleotideo redutase).
Adicionalmente, proteinas contendo ferro sdo requeridas para o metabolismo de
colageno, tirosina e catecolaminas (RICHARDSON & PONKA, 1997).

Além dos aspectos anteriormente citados, o estudo do armazenamento e
distribuigdo de ferro ganhou importincia considerando  que, em condigdes
fisiologicas, o ferro encontra-se principalmente na forma oxidada, ligado a proteinas
ou ligado a pequenas moléculas como, por exemplo, citrato e ATP. A liga¢do do ferro
a estas moléculas € necessaria porque se ele ndo estiver apropriadamente estabilizado
pode participar de rea¢Ges de transferéncia de elétrons, que originam a produgdo de
radicais livres téxicos (RICHARDSON & PONKA, 1997). Nos ultimos anos
numerosas propriedades e atividades do ferro relacionadas com estados patolégicos
tém sido identificadas e pesquisadas, buscando o entendimento dos mecanismos na
coordenagdo da utilizagdo e armazenamento do ferro. Estudos recentes tém indicado o
envolvimento do ferro na lesdo celular mediada por radicais livres, bem como sua
ligagdo com o metabolismo do monodxido de nitrogénio (RICHARDSON & PONKA,
1997).



Alguns microorganismos secretam agentes quelantes de ferro com alta
afinidade, conhecidos como siderofilos, enquanto o0s organismos Superiores
desenvolveram proteinas ligantes de ferro conhecidas como transferrina, que é a
principal proteina transportadora de ferro, e proteinas de estoque deste elemento — as
ferritinas.

Segundo HARRISON & AROSIO (1996) a habilidade para seqiiestrar ferro
confere a ferritina dupla fungdo, detoxificagdo de espécie reativa de oxigénio (EROS)
e reserva deste elemento.

A atividade protetora da proteina esta baseada na capacidade de transformar a
forma altamente toxica de Fe*', envolvida na geragdo de espécies reativas de oxigénio,
em Fe'', e protegé-la pelo envoltério de apoproteina (RICHARDSON & PONKA,
1997). As ferritinas sdo encontradas no meio intracelular nos tecidos, mas também
trata-se de um constituinte normal do plasma, fluidos corporais e das hemacias
circulantes (ADDISON et al., 1972).

Ferritinas derivadas de diferentes tecidos de algumas espécies apresentam
distintas propriedades como: estrutura primaria, teor de fosfato no nucleo mineral,
mobilidade eletroforética e proporgdo relativa de subunidades H e L, determinando
assim diferengas estruturais, em ponto isoelétrico e capacidade oxidativa (MUNRO &
LINDER, 1978; TREFFRY et al., 1987; AISEN & LISTOWSKI, 1980).

Varios agentes endogenos e xenobidticos redutores tém capacidade de liberar
Fe** da ferritina (Fe3+) in vitro (MONTEIRO et al., 1989; FUNK et al., 1985; JONES
et al., 1978), inclusive o0 ALA (OTEIZA et al., 1995), sendo alguns destes produtos
utilizados como medicamentos. Outros medicamentos sdo conhecidos por
promoverem danos a proteinas, sendo alguns deles utilizados de forma continua como
o aciclovir nos casos de AIDS, paracetamol nos casos de dores reuméticas cronicas, ou
mesmo a ciprofloxacina, indicada atualmente na profilaxia e tratamento das infecgdes
causadas pelo Bacillus anthracis, utilizado como arma biolégica (MELO, 1999; CDC,
2001).

A deficiéncia de ferro é uma das alteragdes nutricionais mais comumente

observada nos seres humanos, apresentando um espectro entre a deplegdo sem



comprometimento fisioldgico, até a anemia por deficiéncia de ferro. com inimeras
conseqii€ncias nos mais variados Orgdos e sistemas. Apresenta-se com maior
prevaléncia na infincia e em mulheres na faixa etaria compreendida entre a puberdade
¢ a menopausa, principalmente nas gestantes. Dados epidemioldgicos indicam a
estreita relagdo estabelecida entre a deficiéncia nutricional de ferro e as condigdes
socio-economicas da populagdo, implicando na implementagdo de programas de
assisténcia que previnam, detectem e tratem a deficiéncia de ferro (DEMAEYER,
1989).

Estudos demonstram a relagdo direta entre a concentragdo de ferritina no soro
e os estoques de ferro nos tecidos, sendo utilizado como um pardmetro auxiliar no
diagnostico da deficiéncia de ferro. Niveis séricos usualmente apresentam-se
aumentados em pacientes com doengas inflamatorias, como por exemplo na artrite
reumatdide, o que pode acarretar comprometimento na avaliagdo dos niveis reais de
ferro intracelular. Elevagdes também podem ser um indicador ndo especifico de
patologias graves em curso, como carcinoma hepatocelular, leucemias, doenga de
Hodgkin’s, cancer de cabega e pescogo, bem como em doengas renais, na AIDS e
outras infecgdes e inflamagdes sistémicas (LEE & MEANS, 1995).

Os sistemas comerciais disponiveis para a dosagem de ferritina plasmatica
nos laboratorios clinicos, estdo baseados em ensaios imunoenzimaticos,
imunoquimioluminescentes, radioimunoenzimdaticos € imunoabsorventes, utilizando
anticorpos antiferritina especificos.

Deve-se considerar entdo que as reagdes utilizando anticorpos monoclonais, de
tecidos de bago ou figado de animais ou humano, observadas nas etapas de
desenvolvimento dos testes, poderiam ser afetadas por possivel variagdo na estrutura
da apoproteina, em fungdo da origem dos tecidos, ou mesmo por modificagdes

promovidas por estados patologicos ou alguns farmacos utilizados no tratamento

destas doengas.



1.1 ABSORCAO E DISTRIBUICAO DE FERRO

No organismo humano o ferro esta presente em todas as células e desempenha
inumeras fungdes essenciais, como no transporte de oxigénio pela hemoglobina, como
facilitador do uso e estoque do oxigénio no tecido muscular na forma de mioglobina,
na cadeia de transporte de elétrons nos citocromos € como integrante de reagdes
enzimaticas em diversos tecidos. Niveis insuficientes de ferro podem interferir nestes
mecanismos, conduzindo o organismo a estados patologicos que implicam na
necessidade de assisténcia para o diagnostico e tratamento.

O nivel total de ferro no organismo varia de 2,3 £ 0,4 gramas para mulheres e
3,8 £ 0,7 gramas para homens, equivalendo a uma concentragdo de 42 + 4 ¢ 50 £ 4,5
mg/kg, respectivamente de peso corporal (BOTHWELL, 1995). Quando o organismo
possuir niveis de ferro suficientes para atender suas necessidades, a maior parte, cerca
de 70 %, ¢ classificado como ferro funcional, o restante como de transporte ou de
estoque. Mais de 80 % do ferro funcional no organismo € encontrado nos eritrdcitos
como hemoglobina. A mioglobina e as enzimas respiratorias intracelulares completam
a atividade. O ferro é armazenado basicamente como ferritina, sendo também
encontrado como hemossiderina, e transportado no sangue pela transferrina
(BOTHWELL, 1995).

Os niveis de ferro sdo estabelecidos pelas relagdes entre a quantidade
absorvida, eliminada e armazenada. A regulagdo dos niveis de ferro ocorre
principalmente através da absor¢do pelo trato gastrointestinal. Quando o mecanismo
de absorgdo atua normalmente, o individuo mantém os niveis funcionais e estabelece
os niveis de estoque. A capacidade do organismo de absorver ferro da dieta depende
dos niveis de ferro no organismo, da taxa de producdo de eritrcitos, da quantidade e
da forma de ferro na dieta, além da presen¢a de inibidores ou ativadores de absorgdo
na dieta.

A porcentagem de ferro absorvido (biodisponibilidade), pode variar de 1 % a
mais de 50 % (HALLBERG, 1981). O principal fator controlador da absorgdo € a



quantidade de ferro armazenada no organismo. O trato gastrointestinal aumenta a
absor¢do quando os estoques estdo abaixo dos niveis necessarios e diminui quando o
estoque € suficiente. Um aumento nas taxas de produgdo de eritrocitos pode estimular
marcadamente a absor¢do do mineral (BOTHWELL, 1995; SKIKNE & BAYNES,
1994). Em adultos a absorg¢do dietaria de ferro é de aproximadamente 6 % para
homens e de 13 % para mulheres em idade fértil (HALLBERG, 1981). A elevada
eficiéncia do mecanismo de absor¢do nas mulheres reflete, principalmente, os baixos
estoques de ferro em decorréncia das perdas na menstruagdo ¢ da utilizagdo aumentada
na gravidez. Em pacientes com deficiéncia de ferro as taxas de absor¢do também sdo
elevadas (FINCH & COOK, 1984). O nivel de absor¢do, cujo mecanismo ainda néo
foi totalmente esclarecido, parece estabelecer uma relagdo com os estoques totais no
organismo, sendo observado maior absor¢do em individuos com deficiéncia de ferro.

Na mucosa gastrointestinal, a ferritina desempenha uma fungdo reguladora da
entrada de ferro no organismo, seqiiestrando ferro que, posteriormente, ¢ perdido na
descamacdo destas células. Contudo, o nivel de ferritina no trato gastrointestinal ndo ¢
excepcionalmente elevado nos casos de altas concentragdes de ferro na ingesta
(SKIKNE et al., 1995). Somente 1 mg de ferro é absorvido por dia em adultos
normais, representando apenas 10 % da ingesta alimentar. A biodisponibilidade de
ferro depende da composigdo da dieta, sendo que quando ingerido na forma de heme
apresenta uma absorcdo duas ou trés vezes maior que em outras formas (HALLBERG,
1981; SKIKNE & BAYNES, 1994). O mecanismo de reaproveitamento do ferro pode
ser observado pelo fato que 95 % do ferro utilizado para a produgdo de eritrdcitos pela
hematopoiese em adultos € proveniente da destruigdo fisiologicas das células
vermelhas, ¢ somente 5 % é baseado na utilizagdo de ferro originario da dieta
alimentar. Em contraste, observa-se nas criangas uma utilizagdo de até 30 % de ferro
proveniente da dieta (DALLMAN et al, 1980). As perdas diarias de ferro sdo de
aproximadamente 1 mg, ocorrendo principalmente através das fezes, descamagdo de
mucosas € células da pele (GREEN et al, 1968).

Os principais 6rgdos envolvidos no armazenamento de ferro sdo o figado

(cerca de um ter¢o), o bago e a medula 6ssea.



Na medula ¢ssea o metabolismo do ferro é dominado por seu papel na sintese
da hemoglobina. Nesse processo, o ferro € usado vezes seguidas, descrevendo um
ciclo cujo elemento central é o compartimento de ferro plasmatico representado pela
transferrina. O ferro move-se do plasma para as células imaturas da medula Ossea,
onde € incorporado a hemoglobina. Quando a sintese estd completa, o ferro, agora na
forma de hemoglobina nos corptsculos vermelhos maduros, é distribuido a circulagio.
Apos o ciclo de vida de 120 dias, as hemacias sdo fagocitadas pelos macrofagos,
principalmente no bago, e o ferro é extraido da hemoglobina. Parte deste ferro pode
permanecer armazenado nos macrofagos como ferritina ou hemossiderina, mas a
maior parte ¢ levada ao plasma, onde se liga a transferrina completando o ciclo (LEE
etal., 1998).

Sob condigdes patoldgicas (aumento de ferro ou deficiéncia de transferrina), a
quantidade de ferro ndo ligado a transferrina pode acarretar problemas. A distribuigdo
de ferro para os tecidos de uma forma inapropriada, pode elevar os niveis de ferro em
orglos parenquimatosos como figado e pancreas (CRAVEN et al., 1987) e, nestas
condigdes, o Fe'” pode formar complexos ligando-se ao citrato, ao nitriloacetato e a
outros compostos, facilmente encontrados em culturas de hepatdcitos de ratos
(RICHARDSON & PONKA, 1997). As ferritinas também podem transportar

significantes quantidades de ferro entre células de Kiipffer e hepatdcitos (SIBILE et
al., 1988).

1.2 FERRITINAS: ESTRUTURA E CARACTERISTICAS

A ferritina é composta por um polipeptideo externo (apoproteina) e um nucleo
mineral. Com peso molecular de aproximadamente 460 kDa, ¢ a principal proteina
envolvida no armazenamento de ferro no organismo, tendo sido isolada de um amplo
espectro de amostras animais e vegetais. A apoproteina, com 13 nm de didmetro, €
formada por 24 subunidades de trés tipos distintos de cadeias polipeptidicas: cadeia
pesada-H (21 kDa), cadeia leve-L (19 kDa) e cadeia glicosilada-G (23 Kda) no
plasma, agrupadas em 06 (seis) grupos de 04 (quatro) unidades (figura 1), em



proporgdes variaveis, originando diversas isoproteinas com caracteristicas
imunolégicas diferentes (HARRISON & AROSIO, 1996).

Centrados em cada grupo de unidades polipeptidicas, existem 06 (seis) canais
(poros) de comunicagdo entre o centro da apoproteina e a superficie externa, por onde
o Fe*" e outras pequenas moléculas podem ser transportadas (HARRISON et al.,
1991). A cadeia protéica de cada mondmero ¢ composta por quatro filamentos
helicoidais, longos e paralelos, designados A, B, C e D (figura 1), dois segmentos
helicoidais designados E e P, e elementos de ligagdo ndo helicoidais (BOYD et al.,
1985). Os segmentos E e P podem ser os locais onde ocorre a ligagdo e oxidagdo do

Fe**, assim que transportado através dos poros (canais) (DESIDERI et al., 1991).

FIGURA 1 - CADEIAS H ESQUEMATIZADAS FORMANDO O INVOLUCRO
PROTEICO QUE PROTEGE O NUCLEO MINERAL

As hélices, compostas pelos filamentos A, B, C e D representam as quatro subunidades de cadeia H
de ferritina humana formando o envoltério com dobras simétricas axiais, envolvendo atomos de
carbono, oxigénio € nitrogénio e o nucleo mineral, representados pelas esferas.

FONTE: HARRISON E AROSIO, 1996.



A sequéncia completa de aminoacidos tem sido determinada para mondmeros
de ferritina de muitas espécies, incluindo cadeias H e L de ferritinas humanas
(AROSIO et al., 1986). Os monémeros H da apoferritina contém 182 aminoacidos € os
monomeros L, 174 aminoacidos. Existem portanto, diferengas funcionais entre as duas
subunidades. Uma das diferengas entre as cadeias H e L que pode influenciar na
avidez por ferro é a distn'buig:ﬁo de residuos hidrofilicos. Cadeias L possuem 15
(quinze) residuos hidrofilicos, enquanto as cadeias H, somente 7, apresentando uma
ligagdo ferro-histidina nos poros intermonomeéricos, enquanto os mondmeros L nio.
Portanto, apoferritinas ricas em cadeias H podem captar ferro mais rapidamente, mas o
retém com menor avidez que apoferritinas compostas predominantemente por cadeias
L (BAUMINGER et. al.1994, BAUMINGER et. al. 1991, WADE et al 1991).

A ferritina apresenta atividade enzimatica de ferroxidase, considerando a
elevada capacidade de oxidar Fe*” em Fe', formando o complexo cristalino de
hidroxido férrico associado com fosfato (FeOOH); (FeOOPO; H,), no centro da
proteina com 8 nm de didmetro (figura 2) (FORD et al.,1984; HARRISON et al.,
1991). Quando totalmente saturada a ferritina contém 20 % de seu peso em ferro (até
4500, normalmente 3000 atomos de ferro) (FAIRBANKS et al., 1971), contudo, esta
relagdo ferro: proteina ndo € constante, considerando que a proteina tem a capacidade
de armazenar ou liberar ferro em fung¢do das necessidades organicas.

Outros ions metalicos ndo férricos, alguns deles toxicos como aluminio e
berilio, também podem ligar-se a ferritina, considerando seu possivel transporte pelos
canais (poros) da proteina, que, atuando desta forma, passa a apresentar atividade
desintoxicante. (MILES et al., 1974).

A sequéncia de DNA dos genes da ferritina humana tem sido elucidada, sendo
expressados pelos cromossomos 11 e 19, respectivamente para as cadeias H e L, onde
a regulagdo da sintese esta sujeita ao controle pos-transcricional (ZAHRINGER et
al., 1976 e AZIZ & MUNRO, 1986). A homeostase celular do ferro ¢ regulada pelos
receptores de transferrina e pela sintese da ferritina, que ocorre a nivel translacional e
mediada pelas proteinas reguladoras de ferro (PRF 1 e 2) (CAZZOLA & SKODA,
2000). Em células de figado de rato a maioria dos RNAm de cadeias H e L para



ferritina encontram-se na forma livre, ndo associada aos polirribossomas. Quando o
ferro € administrado, este pool de RNAm adere-se aos polirribossomos e a sintese de
ferritina aumenta (ROGERS & MUNRO, 1987). Este controle envolve a transferrina,
que € uma proteina transportadora de ferro e seus receptores, bem como uma regido do
RNAm, das cadeias L ¢ H da ferritina, conhecida como ERF (elemento responsivo de
ferro), que se liga as moléculas reguladoras PRF 1 e 2 (proteinas reguladoras de ferro 1
e 2). Células deficientes de ferro contém niveis elevados de PRF1 ativada, que forma
complexos estaveis com o ERF. Quando a PRF liga-se ao 5° ERF do mRNA da
ferritina, ocorre o bloqueio da transcrigdo, em fungdo da nfio associagio do mRNA

com os polirribossomos (RICHARDSON & PONKA, 1997).

FIGURA 2 - REGIAO CENTRAL HIDROFILICA ONDE O NUCLEO MINERAL
E ATOMOS DE FERRO SE LIGAM A APOPROTEINA

Cavidade central da apoproteina onde o niicleo mineral (Ca™ ligado a seis carboxilatos ) e atomos de
ferro ligam-se com residuos de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos representados pelas esferas
numeradas (131, 134).

FONTE: HARRISON E AROSIO. 1996
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1.3 DIFERENCAS ENTRE AS FERRITINAS

Ferritinas de vertebrados, entre eles o homem, cavalo, ovelha, coelho, rato,
foram caracterizadas com o seqiienciamento parcial ou total de amino 4cidos. Em
alguns invertebrados, inclusive no Schistosoma mansoni, também foram isoladas duas
ferritinas com diferentes estruturas primarias (DIETZEL et al., 1992). As plantas
armazenam ferro como ferritina nos plastideos, principalmente em tecidos que
apresentam baixa atividade fotossintética (BRIAT ez al., 1989). Seqiiéncias completas
de amino-acidos sdo conhecidas em ferritinas de diferentes bactérias, entre elas a
Escherichia coli e o Mycobacterium leprae (IZUHARA et al., 1991). Nos mamiferos
as duas seqiiéncias das cadeias H e L de ferritina apresentam identidade em 54 % dos
casos, onde cerca de 90 % dos residuos de cadeia L e 85 % dos residuos de cadeia H
sdo idénticos (BOYD et al., 1985).

Ferritinas isoladas de tecidos de mamiferos consistem em uma mistura de
isoferritinas com uma ampla variagdo na composi¢do das subunidades como também
no conteudo de ferro (AROSIO et al., 1978). Em humanos, cada tecido apresenta
ferritina com caracteristicas proprias. Através de dados obtidos com imunoensaios,
utilizando-se anticorpos especificos para cadeias H e L, observou-se que em alguns
tecidos € no plasma a distribuigdo predominante de cadeias H e L nas ferritinas é a
seguinte: musculo (20H : 4 L), figado e bago (2-3H : 22-21 L), ferritina plasmatica (0-
1H : 24-23 L - glicosilada). (RIGGIERI et al., 1984; CAZZOLA et al., 1997).

Ferritinas com ponto isoelétrico entre pH 4,8 e 5,8 tem sido observadas.
Ferritinas 4cidas contém uma elevada proporgdo de cadeias H, enquanto as basicas sdo
ricas em cadeias L. As 4cidas sdo caracteristicas de tecido cardiaco, placentario e
renal, também sendo encontradas em linfdcitos, monocitos e precursores dos
eritrocitos. Ferritinas basicas, portanto com predominio de cadeias L, sdo encontradas
particularmente no figado e bago. Em geral, ferritinas ricas em cadeias L sdo
caracteristicas de 6rgdos de estoque de ferro, e contém elevado conteudo do atomo
(cerca de 1500 atomos/molécula). Algumas diferengas entre ferritinas também tém

sido observadas em associagdo com certas patologias. Na hemocromatose idiopatica,
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as ferritinas acidas em coragdo, rins e tecidos pancreaticos diminuem severamente,
aparentemente ocorrendo diminui¢do também em figado e bago. Em muitos tipos de
cancer, em contraste, os tecidos com caracteristicas de malignidade sio ricos em
ferritinas acidas (AROSIO et al. 1977),.

HAZARD et al., (1977) verificaram também estas diferengas utilizando
anticorpos gerados em coelhos contra ferritina de figado humano e em cobaias contra
ferritina de células HeLa, utilizando radioimunoensaio, donde concluiram que os
resultados eram afetados pela composi¢do das subunidades das amostras de ferritina
bem como pela natureza dos anticorpos antiferritina. CRICHTON et al., (1973)
utilizaram ferritinas de figado ¢ bago de cavalo e de humanos em analises de
imunodifusdo e concluiram que as apoferritinas presentes sdo orgdo e espécie
especificas. HALLIDAY (1982) utilizou varios métodos imunoldégicos de
determinagdo da concentragdo da ferritina sérica e detalhou alguns dos principais
problemas encontrados relacionados com a estrutura da molécula da ferritina. Entre as
metodologias utilizadas pelo autor estdio métodos imunorradiométricos e ELISA.
Portanto, alguns autores ja relataram a existéncia de diferengas imunoldgicas
encontradas entre populagdes de isoferritinas de varios tecidos utilizando outras

metodologias, porém néo a utilizada neste trabalho.

1.4 FERRITINA PLASMATICA

Inicialmente a ferritina foi considerada como uma proteina intracelular nos
tecidos, contudo, com ensaios imunorradiométricos desenvolvidos por ADDISON et
al, (1972) e modificado por MILES et al., (1974), foi demonstrado que a ferritina ¢é
também um constituinte normal do soro humano e das hemacias circulantes. As
ferritinas extracelulares encontradas no plasma e liquidos corporais contabilizam uma
pequena parte da ferritina total no organismo. Elas sdo tipicamente pobres em ferro e
suas estruturas variam desde quantidades ndo detectaveis de subunidades H no plasma
(SANTAMBROGIO et al., 1987), até elevadas proporgdes de cadeias H no leite
(AROSIO et al., 1986).
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Receptores de ferritina em membranas celulares tém sido descritos em células
hepaticas (OSTERLOH et al, 1989), em linfécitos e eritroblastos (FARGION er al.,
1992), em adipécitos (RAMM et al., 1994) e em varias outras linhagens celulares
(COVELL et al., 1988 ¢ KONJIM et al., 1990), indicando provavel envolvimento na
ligagdo e internalizagdo de ferritinas do plasma e outros liquidos intersticiais.

Permanece incerto quantos tipos de receptores de membrana para ferritina
existem, mas a maior diferenga encontrada entre os de células hepaticas e outros tipos
de células ¢ evidente, pois os receptores hepaticos sdo especificos para cadeias H e L,
mesmo entre espécies diferentes (MOSS et al., 1992), enquanto os de linfécitos e
células de linhagem sdo especificos unicamente para cadeias H (FARGION et al.,
1992). Os receptores parecem ter diferentes fungdes como o mecanismos de transporte
de ferro e regulagdo de crescimento celular (BROXMEYER et al., 1981).

Parte da ferritina circulante ¢ provavelmente originaria de tecidos e células
danificadas (lesdo celular), porém, a presenga especifica de subunidades glicosiladas
indica que, sob regulagdo de ferro e condigdes inflamatorias, as ferritinas plasmaticas
sintetizadas pelo figado foram ativamente secretadas. Presume-se que as ferritinas
séricas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico enquanto as ferritinas de
armazenamento intracelular sdo formadas nos ribossomas livies (MADANI &
LINDER, 1992).

Estudos preliminares demonstraram a relagdo direta entre a concentragdo de
ferritina no soro e os estoques de ferro nos tecidos (JACOBS et al., 1972; JACOBS et
al., 1975). Em niveis séricos compreendidos entre 15 ¢ 500 ug/L de ferritina, cada
1pg/L corresponde a aproximadamente 8 a 10 mg de ferro estocado em adultos ou de
120 a 140 pg/kg de peso corporal (COOK & FINCH, 1979). Os valores de referéncia
relatados para homens adultos sdo de 90 a 95 pg/L, mulheres adultas (ndo gravidas) 30
a 35 pg/L. Em pacientes com deficiéncia de ferro ndo complicada valores entre 3 a 6
pg/L t€ém sido relatados. Em casos com estoques excessivos de ferro os valores sdo
usualmente maiores que 1000 pg/L (DALLMAN et al, 1996).

A possibilidade de a ferritina sérica ser secretada e apresentar caracteristicas

de proteinas de fase aguda em estados inflamatorios, regulada por hormdnios e niveis
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de ferro, foi examinada, como veremos a seguir, em células de linhagem hepatica
secretoras de proteinas. A adigdo de interleucina-1 (IL-1) e de fator de necrose tumoral
(TNF), s@o capazes de duplicar a quantidade de ferritina secretada para o meio. Foi
observado também aumento significativo com a adigdo de ferro. No tratamento com
citoquinas nfo foi observado aumento nos niveis de ferritina intracelular. Estes
resultados mostraram que células hepaticas podem secretar ferritina, que esta atividade
¢ regulada por ferro e citoquinas inflamatorias, e que o mecanismo de regulagdo difere
daquele da ferritina intracelular (TRAN et al., 1997). O nivel de ferritina sérica em
pacientes com anemia e patologia cronica concomitante pode aumentar
desproporcionalmente em relagdo ao aumento dos estoques de ferro (figura 3). Este
fenémeno torna mais dificil o diagnéstico de deficiéncia de ferro quando coexistir com
outra patologia. Combinando-se os niveis de ferritina sérica com outros parametros,
como por exemplo a dosagem de Proteina C Reativa — PCR, ndo se observa melhora
no valor preditivo da dosagem, contudo tem-se indicado a dosagem em paralelo de
ferritina de eritrécitos que pode, nesta combinagdo, ser mais eficiente (BALABAN et
al., 1993). Estudos conduzidos por DOMINGO et al (1997), indicaram que a dosagem
da ferritina de eritrocitos apresenta melhores resultados na avaliagdo de anemia por
doengas cronicas que os obtidos nas dosagens de ferritina sérica. Apesar desta
vantagem diagndstica especifica, os ensaios com ferritina de eritrdcitos apresentam
aplicagdo restrita nos laboratérios de rotina, considerando a necessidade de amostras
de sangue fresco para preparar amostras de eritrocitos isentas de leucocitos.

Niveis de ferritina sérica (secretada e glicosilada), usualmente aumentam em
pacientes com doengas inflamatorias e elevagdes extremas podem ser um indicador
ndo especifico de patologias graves em curso, podendo ser observado na terapia
transfusional, infecgdes cronicas, leucemias, doenga de Hodgkin, cincer de cabega e
pescogo, ovarios, pancreas, mama, figado e neuroblastoma. A dosagem de ferritina no
carcinoma hepatocelular ¢é particularmente importante, especialmente quando
combinado com a determinagdo de alfa-fetoproteinas (COHEN et al, 1981). A

dosagem da ferritina também proporciona importante parametro para a avaliagdo e
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acompanhamento terapéutico do tratamento de talassemias com deferroxamina (agente
quelante de ferro) (SCHETTINI ez al., 1981).

A dosagem de ferritina ¢, portanto, quando combinada com outros pardmetros

e na auséncia de doenga inflamatdria, um dado complementar para a avaliagdo de

pacientes com deficiéncia de ferro.

FIGURA 3 - VARIACOES DOS NIVEIS DE FERRITINA SERICA EM FUNCAO
DE DIFERENTES ESTADOS PATOLOGICOS
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Resultados das determinagdes de ferritina sérica em deficiéncia de ferro, estados inflamatoérios, doenga
hepatica ¢ excesso de ferro. Circulos em branco representam pacientes com deficiéncia de ferro
(capacidade de ligagdo de ferro menor que 400 pg/100 mL e saturagdo de transferrina menor que
16%). Valores normais estdo representados na faixa com fundo escuro.

FONTE: LIPSCHITZ et al., 1974.
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1.5 PATOLOGIAS MAIS COMUNS ENVOLVIDAS COM ARMAZENAMENTO
DE FERRO

A quantidade de ferro no organismo ¢ a soma algébrica da absorgdo e perda de
ferro, estabelecendo uma homeostase onde a excrecdo e absorgdo sdo similares. Sobre
uma ampla variagdo de reservas de ferro corporal, a absor¢io de ferro geralmente varia
inversamente a quantidade de ferro armazenada, considerando ainda que pouco ferro é
perdido pois o organismo ndo possui nenhum mecanismo ativo de excregio.

O conteudo total de ferro corporal pode ser alterado por perda sangiiinea
excessiva cronica, ma absor¢do intestinal de ferro, transfusdo de hemacias, uma dieta
que tenha um conteudo impropriamente alto de ferro biodisponivel, anemia hemolitica

cronica, eritropoese ineficaz ou a presenga dos genes da hemocromatose (LEE et al,
1998).

1.5.1 Anemia Ferropriva

A deficiéncia de ferro esta entre as doengas orgdnicas mais comuns da
humanidade, sendo a doenga hematoldgica mais freqiiente. E mais comum em
criangas, pessoas menos favorecidas sdcio-economicamente e mulheres. Nas criangas
a deficiéncia pode ser explicada pelo rapido desenvolvimento fisico, quando este ndo é
acompanhado por uma ingesta de ferro compativel com o consumo diario. Nas
mulheres a perda de ferro é trés vezes maior que nos homens, em conseqiiéncia da
perda menstrual. Nas mulheres em fase de pds-menopausa e nos homens, o0s
sangramentos gastrointestinais cronicos sdo a causa mais comum de perda de ferro.

A deficiéncia de ferro ¢ um estado em que o conteudo de ferro no organismo
esta abaixo do normal. O primeiro estagio € uma deplegdo dos depositos de ferro, mas
a concentragio do ferro sérico e os niveis de hemoglobina sdo normais. Nesse estagio
a ferritina apresenta valores diminuidos. Um segundo estagio ¢ uma deficiéncia de
ferro sem anemia, caracterizando-se por uma diminuigdo ou auséncia dos estoques de
ferro, com diminui¢do dos niveis de hemoglobina, sem a presenca ainda de anemia

severa. Nesse estagio a ferritina estd diminuida e a concentragdo de ferro sérico
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comeca a baixar. O terceiro estagio caracteriza-se pela anemia ferropriva instalada,
que ¢ a forma mais avangada da deficiéncia de ferro. Caracteriza-se por auséncia de
estoques de ferro, concentragdo de ferro sérico baixa, capacidade de transporte de ferro
aumentada, indice de saturagdo diminuido, além da diminui¢do da hemoglobina e do
volume globular (BEUTLER ez al., 2000).

Quando a anemia ¢ de instalagdo lenta, como em pacientes com sangramento
oculto crénico, 0s mecanismos homeostaticos permitem ao paciente uma adaptagdo
aos baixos niveis de hemoglobina, ndo permitindo uma correlagdo entre a gravidade
dos sintomas e os niveis de hemoglobina.

Trés fatores principais estdo implicados na patogénese da anemia por
deficiéncia de ferro. O primeiro esta relacionado com a sintese da hemoglobina, em
conseqiiéncia da redugdo do suprimento de ferro. O segundo refere-se a defeitos na
proliferagdo celular, e o terceiro e menos importante, com a redugdo do tempo de vida
eritrocitaria. Quando a transferrina apresenta niveis de saturagdo inferiores a 16 %, o
suprimento de ferro para a medula é inadequado para atender as quantidades minimas
para a producdo da hemoglobina, resultando em anemia microcitica e hipocrdomica
(BAINTON & FINCH, 1964).

O grupo heme € essencial para todas as células aerdbias e compde a estrutura
da hemoglobina e de outras heme-proteinas como a mioglobina, citocromos, catalase €
peroxidase. A estrutura do heme é composta pelo atomo de ferro unido, através do
nitrogénio, a quatro anéis pirrélicos de protoporfirina. A biossintese do heme inicia-se
na mitocondria a partir da condensagdo da succinil coenzima A com a glicina,
formando o 4cido 5-delta aminolevulinico. Duas moléculas deste composto sdo
condensadas no citoplasma, formando o porfobilinogénio, uma molécula
monopirrdlica. A porfobilinogénio deaminase catalisa a condensagdo de quatro
moléculas de porfobilinogénio, formando um composto tetrapirrdlico linear. Apos
etapas intermediarias de descarboxilagdes e oxidagdes mediadas por enzimas, a ferro
quelatase retira dois atomos de hidrogénio e incorpora o ferro na forma ferrosa,

formando a protoporfirina (heme) (BEUTLER et al., 2000). Outras proteinas, além da
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hemoglobina, também sdo reduzidas na deficiéncia de ferro, algumas delas podendo

ser responsaveis por manifestagdes clinicas e patologicas de doencas.

1.5.2 Hemocromatose

A hemocromatose € uma das mais comuns desordens genéticas observadas na
populagdo ocidental (SIMON & BRISSOT, 1988), tendo como definigdo a presenga de
dois alelos de hemocromatose, herdada como trago recessivo autossomico com cadeia
do alelo h a regido do HLA (antigeno do leucécito humano), nio requerendo a
presenga de sobrecarga de ferro ou sistomas e sinais da doenga (LEE et al., 1998).

Nédo se conhece o mecanismo pelo qual a presenga de dois alelos de
hemocromatose resulta excesso de armazenagem corporal. Os genes causam ou
absor¢do de ferro excessiva e prolongada ou falha quanto a reduzir a absorgdo
intestinal de ferro. Esta associada com um grande aumento dos depésitos de ferro (até
50 vezes), com predominio de hemossiderina, no figado e outros tecidos, em fungdo do
anormal aumento da absor¢do intestinal, embora ndo ocorra aumento de ferritinas nas
células absortivas duodenais (FRANCANZANI et al., 1989). Estoques elevados
também podem ser encontrados como efeito secundario decorrente de eritropoiese
ineficiente, como nas talassemias.

As anormalidades laboratoriais mais comuns sdo a eleva¢do da saturagdo
percentual  de transferrina e das concentragdes de ferritina sérica, elevada
concentragdo de ferro hepatico, elevagdo sérica de enzimas hepaticas e sinais

radiograficos de artropatia (LEE et al., 1998).
1.5.3 Outros distarbios de armazenamento de ferro

Na beta-talassemia major, individuos que sdo homozigotos para beta
talasemias tém anemia grave e requerem freqiiéntes transfusdes de hemacias. Eles
tornam-se macicamente carregados de ferro devido a hipertransfusdo e excessiva

absor¢do duodenal de ferro relacionado a anemia grave e eritropoese ineficiente. Os
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efeitos da sobrecarga de ferro podem levar a insuficiéncia cardiaca congestiva e
insuficiéncia hepatica, cuja terapia adequada com deferoxamina, a longo prazo, resulta
em redugdo das concentragdes séricas de enzimas hepaticas e ferritina. Pacientes que
sdo heterozigotos para beta talassemias geralmente ndo desenvolvem sobrecarga de
ferro (LEE et al., 1998).

A aplasia de células vermelhas pode ser uma complicagdo de distlirbios, tal
como lipus eritematoso ou leucemia linfocitica cronica. Os individuos afetados por
aplasia de células vermelhas ou anemia aplasica podem requerer muitas transfusdes de
hemacias implicando em sobrecarga de ferro (LEE et al., 1998).

O tipo refratario idiopatico de anemia sideroblastica ndo tem uma causa
identificavel, como alcoolismo ou toxicidade por medicagdo ou substincias toxicas.
Em geral estd associada a elevagdo moderada de saturagdo de transferrina,
concentragdo de ferritina sérica e reservas de ferro hepatico. Existem evidéncias que
este tipo de anemia sideroblastica ocorre em individuos que apresentam tanto o fator
sideroblastico ndo identificado como um ou mais alelos de hemocromatose (LEE et
al., 1998).

A sindrome da catarata congénita e hiperferritinemia tém sido relatadas em
varias familias. Esta desordem tem sido atribuida & uma mutagdo no RNAm da
apoferritina. Apesar de ndo ocorrer sobrecarga de ferro, os niveis séricos de ferritina
apresentam concentragdo de milhares de microgramas/litro, e a ferritina,

aparentemente, contém somente cadeias L (CAZZOLA et al.,1997).

1.6 ENSAIOS UTILIZADOS COMO ROTINA PARA DOSAGEM DE FERRITINA

A avaliagdo dos niveis de ferritina plasmatica tem se mostrado um util
indicador dos estoques de ferro no organismo, e portanto, um dado auxiliar no
diagndstico das deficiéncias de ferro e no monitoramento de pacientes com excesso de
ferro. O aumento do interesse e da demanda clinica pela dosagem de ferritina, tém

fomentado o desenvolvimento de inimeros sistemas comerciais com esta finalidade.
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As metodologias utilizadas nas rotinas dos laboratorios clinicos para a
dosagem de ferritina plasmatica sdo baseadas em metodologias de radioimunoensaio,
enzimaimunoensaio, imunoquimioluminescéncia, imunoturbidimetria e 0s ensaios
imunoenzimaticos com microparticulas — MEIA. Estudos realizados por STACY &
HAN (1992) indicaram haver um bom grau de concordancia entre os métodos, sendo
aparentemente equivalentes. As metodologias acima descritas utilizam, como padrdes
e calibradores, ferritinas de bago humano, de cavalo, coelho ou rato, bem como os
anticorpos monoclonais sdo produzidos a partir de células destes animais (ABBOTT
LABORATORIES, 1998; ROCHE LABORATORIES, 1996; STACY & HAN, 1992).
Algumas metodologias, ndo incluidas neste estudo comparativo, utilizam como
padrdes ferritina de figado (REVENANT er al., 1985). Outras metodologias tem
apresentado melhores resultados nos aspectos de precisdo, e reprodutibilidade, como
por exemplo a imunoeletroforese e a densitometria contudo, estas metodologias ainda
ndo estdo disponiveis comercialmente, sendo utilizadas somente a nivel experimental.

Neste trabalho optou-se por utilizar a metodologia MEIA - ensaios
imunoenzimaticos com microparticulas (Axsym — Abbott Laboratories), por ser
amplamente utilizado nos laboratérios clinicos de rotina e utilizar metodologia
consagrada. Esta metodologia foi avaliada pelo NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards — Estados Unidos da América), protocolo EP5-T2, e
apresentou caracteristicas de precisdo, recuperagdo, sensibilidade, interferentes e
coeficiente de correlagdo, descritos no informe técnico, dentro dos pardmetros de

aceitabilidade.
1.7 MEDICAMENTOS QUE PODEM LIBERAR FERRO DE FERRITINA

O processo de liberagdo de ferro de ferritina pode envolver redugdo de ferro €
ou quelagdo. Experimentalmente, muitos agentes redutores e ou quelantes que forem
suficientemente pequenos para penetrar na apoferritina pelos canais causam liberagao
de ferro (HARRISON et al., 1994). Quando incubado com agentes redutores como
FMNH, e NADH,, o ferro de ferritina é rapidamente liberado (FUNK et al., 1985).
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Estudos cinéticos e espectroscopicos indicaram que alguns agentes quelantes,
possivelmente pela formagdo de complexo ternario, podem retirar ferro do nucleo
mineral sem penetrar na proteina (TREFFRY ez al., 1997). A capacidade de liberagdo
de ferro foi medida para uma série de compostos orgéanicos redutores, indicando que o
potencial de redugdo apresenta melhor correlagdo com a capacidade de liberar ferro
que o tamanho da molécula liberadora (MOORE et al., 1992). O potencial de redugdo
€ 0 tamanho molecular parecem influenciar no processo, indicando que aparentemente
ndo € necessaria a penetragdo do agente no envoltorio protéico para retirar ferro do
nicleo mineral. Apesar de ndo encontrarmos estudos que indicassem ocorrer, no
processo de perda de ferro, alteragdo na estrutura da ferritina que implicasse em
prejuizo para as dosagens imunoenzimaticas, existe a possibilidade do ferro liberado
ser utilizado nas rea¢des de Fenton ou Haber-Weiss (Fe+2 +H, 0, »> Fe™ +O0H+
HO") catalizadas por ferro, gerando espécies reativas de oxigénio, especialmente o
radical hidroxila, como observado por ROCHA et al., (2000), com o &cido 5-
aminolevulinico.

MONTEIRO et al. (1989), relatou que inimeros agentes xenobidticos
mediante diversas condi¢gdes como: anaerobiose, redugdo prévia com xantina oxidase,
sob tensdo de nitrogénio (N,) e radiagdo UV, apresentam variavel capacidade de retirar
ferro de ferritina. Compostos nitroaromaticos como nitrofurantoina e metronidazol
também mostraram atividade, ainda nio estando estabelecido qual o mecanismo de
liberagdo de ferro de ferritina intracelular. Supde-se que alteragdes na estrutura da
apoproteina sejam necessarios para a liberagdo do ferro. Medicamentos que em sua
metabolizagdo induzem a formagdo de radicais livres, como por exemplo a
ciprofloxacina (GURBAI et al., 2001), podem atuar sobre as proteinas plasmaticas.

Traremos a seguir as principais caracteristicas quimicas, farmacodindmicas €
farmacologicas, dos medicamentos utilizados em nosso trabalho, que apresentam,
segundo a literatura anteriormente citada, possiveis atividades que impliquem em

ligagdo 4 proteinas, danos estruturais ou liberagéo de ferro.
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a) Nitrofurantoina

A nitrofurantoina (1-(5-Nitrofurfurilideneamino) hidantoina), utilizado na
terapéutica como antibidtico das vias urinarias, com férmula molecular CgHgN,Os,
peso molecular 238,2, ponto de fusdo 271 °C, apresenta os seguintes efeitos adversos
considerados no presente trabalho: hepatotoxicidade, incluindo raros casos de hepatite
medicamentosa, anemia megaloblastica, agranulocitose, metahemoglobinemia
(DONOVAN, 1983.) e anemia hemolitica em pacientes com deficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD). A nitrofurantoina também foi considerada inadequada
para ser utilizada em pacientes com porfiria aguda, embora os dados experimentais
sejam conflitantes (MOFFAT et al, 1986). E rapidamente absorvida quase que
completamente apos administragdo oral. Cerca de 40 % da dose ¢ excretada na urina
apos 24 horas com pequenas quantidades do metabolito aminofurantoina. Apés dose
oral de 50 mg (a dose usual é de 400 mg diarias), a concentragdo plasmatica observada
em média ¢ de 0,43 pg/mL (0,29 a 0,66 pg/mL) entre 1 e 4 horas (HOENER &
PATTERSON, 1981). Os niveis urinarios variam entre 50 e 250 mg/mL e a
concentragdo inibitoria minima, in vitro, entre 4 € 100 pg/mL. A meia-vida plasméti'ca
¢ de 30 a 60 minutos, com volume de distribuigdo de cerca de 0,6 litros/kg, clearance
plasmatico de 10 mL/min/kg e com um indice de ligagdo com proteinas no plasma de
cerca de 60 %. E pouco solivel em 4gua e etanol. sendo solivel 1:16 em DMF

(dimetilformamida) (REYNOLDS ez al., 1989).

b) Metronidazol

O metronidazol, 2-(2-Metil-5-nitroimidazol-1-il)etanol, férmula molecular
C¢HoN3Os, peso molecular 171,2, ponto de fusdo 162 °C, ¢ soluvel 1:100 em agua e
1:200 em etanol, tem sido utilizado como antiprotozoario e também como antibidtico
em infecgdes graves ou por microorganismos anaerdbios. E rapidamente absorvido
quase que completamente apds administragdo oral, sendo metabolizado por oxidagédo
em 2-hidroximetilmetronidazol e 2-metil-5-nitroimidazol-1-acido acetico, e por
conjugagdo com acido glicurénico. Cerca de 70 a 80 % da dose é excretada na urina

apos 48 horas, e a concentragdo terapéutica apds dose oral de 400 mg foi em média de
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6.9 ug/mL (4.5 a 11,6 ug/mL) em 2 horas (JENSEN & GUGLER 1983). Estudos
indicaram uma meia — vida plasmatica de 8 horas, com um volume de distribui¢do de
cerca de 0,5 a 1,0 litro/kg, com clearance plasmatico de 1 mL/min/kg. Menos de 20%
do metronidazol se liga a proteinas plasmaticas nos tratamentos convencionais
utilizando concentragdes acima de 2,4 g diarias durante 10 dias. Os efeitos adversos
apresentados na terapéutica com metronidazol de interesse no trabalho sdo:
hepatotoxicidade, com severo aumento de enzimas hepaticas, incluindo casos de
hepatite medicamentosa, foram também relatados alguns casos de aplasia medular,
com leucopenia, agranulocitose e acentuada redugdo da eritropoiese, além de inimeros
casos de leucopenia temporaria dose dependente. Os dados relatados indicam que o
metronidazol deve ser utilizado com grande atengdo em pacientes com discrasias
sangiiineas ou doenga ativa no sistema nervoso central. E recomendado que todos os
pacientes que utilizarem o metronidazol em tratamento superior a dez dias, devem ser
monitorados e o tratamento deve ser descontinuado ao sinal de qualquer neuropatia
periférica ou outros sinais de toxicidade. As dosagens devem ser diminuidas em
pacientes com hepatopatias. E sugerido que o uso do metronidazol na terapéutica deva
ser evitado durante a gravidez, e pacientes em uso da medicagdo ndo devem

amamentar (REYNOLDS et al., 1989).

c¢) Paracetamol

O paracetamol, 4’-hidroxiacetanilida, com indicagdo terapéutica de analgésico
e antiinflamatorio, apresenta formula molecular: CgHyNO,, peso molecular de 151,2 e
ponto de fusdo 171 °C. E solavel 1:70 em agua e 1:10 em etanol. Tem sido utilizado
como o principal substituto do acido acetilssalicilico, por ndo causar irritagdo
estomacal e ser aparentemente seguro dentro das dosagens recomendadas. Sua
distribuigdo no organismo obedece as seguintes caracteristicas: baixas doses sdo
rapidamente absorvidas, sendo que a absorgdo de doses maiores varia
consideravelmente, sendo influenciada inclusive pela taxa de esvaziamento gastrico,
presenca de comida e hora do dia. A biodisponibilidade é de 70 a 90 %. O paracetamol

¢ amplamente distribuido nos liquidos corporais, sendo encontrado em concentragdes
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equivalentes na saliva e plasma. E principalmente metabolizado por conjuga¢do
formando glicuronideos e sulfatos etéreos. A agdo do citocromo P 540 na
metabolizagdo do paracetamol produz uma quinoneimina reativa, que pode atacar
proteinas, ligando-se aos grupamentos sulfidrila (-SH) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Aproximadamente 90 % da dose terapéutica ¢ excretada em 24
horas. Estudos para a determinagdo da concentragdo terapéutica indicam que apos dose
oral de 1,8 a 3,6 g, a concentragdo plasmatica foi em média de 23,7 pg/mL (9,9 a 43,3
pg/mL) em 2 horas (HEADING et al., 1973), com meia — vida plasmatica de 1,5 a 3
horas. Concentragdes plasmaticas, nos parametros anteriormente indicados, que
perdurarem por periodos acima de 4 horas indicam deficiéncia na metabolizagdo e
possivel lesdo hepatica. Em doses terapéuticas, acima de 4,0 g diarias, apresenta um
volume de distribui¢do em torno de 1,0 litro/kg, com clearance plasmatico avaliado em
cerca de 5 mL/min/kg. No estudo da capacidade de ligacdo com proteinas, observa-se
que no plasma ndo ha ligagdo em concentragdes menores que 60 pg/mL, ocorrendo de
8 a 40 %, em casos de intoxicagdo. Os efeitos adversos indicados em nosso
levantamento bibliografico, que sdo de interesse no trabalho, estdo associados com
intoxicagdo medicamentosa, podendo ocorrer lesdo (necrose) hepatica, tendo sido
relatado casos de anemia hemolitica, agranulocitose, trombocitopenia e pancitopenia
(REYNOLDS et al., 1989 ; MOFFAT et al., 1986).

d) Aciclovir

O aciclovir, 9-(2-Hidroxietoximetil)guanina, utilizado na terapéutica como
agente antivirotico com formula molecular CgH;(NsO;, peso molecular 2472,
solubilidade em é4gua de 1:10, é amplamente distribuido nos liquidos corporais,
inclusive no fluido vesicular, humor aquoso e liquido cefalorraqueano. A
biodisponibilidade oral varia de 10 a 30 %, diminuindo com o aumento da dose. A
excregdo renal, por filtragdo glomerular e secre¢do tubular, é a principal via de
eliminagdo do aciclovir nio metabolizado. Menos de 15 % sdo excretados como 9-
carboximetoximetilguanina ou outros metabolitos. A concentragdo terapéutica apos

dose oral de 800 mg equivale a concentragdo plasmatica média de 1,6 pg/mL em 2
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horas. Com administragdo intravenosa de 10 mg/kg de peso a cada 8 horas a
concentra¢do plasmatica ¢ de 20,7 pg/mL Na dosagem terapéutica usual de 5,0 a 10
mg/kg a cada 8 horas, a meia-vida plasmatica é de 2 a 6 horas. Os principais efeitos
adversos de interesse no trabalho sdo nefrotoxicidade, aumento dos valores de enzimas

hepaticas, alteragdes hematologicas (REYNOLDS et al., 1989; MOFFAT et al., 1986).

e) Ciprofloxacina

A ciprofloxacina, [acido 3-quinolinocarboxilico, 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-
dihydro-4-0x0-7-(1-piperazinil)-monohidrocloreto-monohidrato], antibidtico sintético
pertencente ao grupo dos quinoldnicos, solivel em agua na proporgdo de lg em
25 mL, com férmula molecular C\7H,3sFN;03;.HCIL.H,0, peso molecular 385,82, tem
mecanismo de agdo decorrente do bloqueio da DNA-girase, resultando em efeito
bactericida em um amplo espectro de microorganismos. E efetiva, in vitro, contra
patogenos Gram-negativos, inclusive Pseudomonas aeruginosa, e contra patégenos
Gram-positivos, tais como Staphylococcus e Streptococcus. Em geral, os anaerobios
sd0 menos suscetiveis. A agdo bactericida da ciprofloxacina ocorre na fase
proliferativa e vegetativa (MELO, 1999; REYNOLDS et al., 1989; MOFFAT et al.,
1986). A resisténcia a ciprofloxacina ndo ¢ mediada por plasmideos, se desenvolve
lentamente e em estigios, ndo apresentando resisténcia paralela com os demais
antibiéticos ndo compreendidos nos grupos dos quinolonicos. A ciprofloxacina ndo
deve ser indicada em casos de hipersensibilidade aos derivados quinolonicos, ndo
sendo recomendado seu uso, também, em criangas e adolescentes, ja que ndo ha dados
que permitam seu uso com seguranga nestes pacientes, a ndo ser que a indicagdo seja
estrita e suplante os riscos de efeitos indesejaveis. Considerando estudos realizados
com animais, ndo ¢ de todo improvavel que possa causar danos a cartilagem articular
de organismos imaturos. A administragdo concomitante de ciprofloxacina oral e ferro,
antiacidos e medicamentos tamponados, reduz a absorg¢do do antibidtico, necessitando
ser administrado duas horas antes ou quatro horas apds estes medicamentos.
Concentragdes séricas maximas sido alcangadas 60 a 90 minutos apés a administragdo

oral. Pode ser administrado a cada 8 ou 12 horas, conforme indicagdo clinica. Apds a



25

administragdo oral de ciprofloxacina, 94 % da dose foi recuperada em cinco dias, 55 %
na urina ¢ 39 % nas fezes. Apds a administragdo endovenosa, 7 % da dose
administrada ¢ eliminada pela urina e 14 % pelas fezes, sendo mais de 90 % eliminado
nas primeiras 24 horas. Os locais infectados (fluidos corporais e tecidos) contém
concentragdes de ciprofloxacina mais elevadas do que no sangue. A concentragdo
plasmatica em 12 horas apds administragdo oral de 500 mg é de 0,2 pg/mL, ocorrendo
transformagdo hepatica em quatro novos metabdlitos, correspondendo a 15 % da dose.
O tempo de meia-vida plasmatico ¢ de aproximadamente 4 horas. Como efeitos
adversos, além dos indicados anteriormente, também foram observados casos de
alteragdes nos sistemas linfatico e sangiiineo, como anemia, leucopenia,
granulocitopenia, leucocitose, altera¢des nos valores de protrombina, trombocitopenia
e trombocitose. As solugdes de ciprofloxacina apresentam sensibilidade & luz,
implicando cuidados em seu manuseio, tanto para administragio medicamentosa como
em experimentos a serem realizados (MELO, 1999; REYNOLDS et al, 1989 ;
MOFFAT et al., 1986). Inimeros exemplos na literatura indicam que a formagdo de
radicais livres podem estar envolvidos nos mecanismos de alguns dos efeitos adversos,
incluindo fototoxicidade e defeitos nas cartilagens (HOOPER et al, 1985; HAYEM et
al, 1994). Foi demonstrado que os efeitos fototoxicos estdo relacionados com a
geragdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo perdxido de hidrogénio e radical
hidroxila (WAGALI et al, 1991). Os estudos de GURBAI et al (2001), mostram que a
ciprofloxacina, durante sua metabolizagdo nos microssomas hepaticos, induz a

formagdo de radicais livres, sendo esta indugdo dose e tempo dependente.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a aplicagdo da dosagem de ferritina no diagnostico, prognostico
e acompanhamento da eficiéncia terapéutica em anemias e outras patologias, € ainda
as caracteristicas de especificidade e sensibilidade ja mencionadas dos sistemas
comerciais disponiveis para a dosagem de ferritinas nos laboratorios clinicos, julgamos
importante avaliar se a metodologia aplicada apresenta resultados que ndo sofram
variagOes significativas quando ocorram alteragdes na estrutura da apoproteina, como
pelo uso de alguns medicamentos, bem como avaliar se na presenga de ferritinas com
caracteristicas estruturais distintas as reagdes imunoenzimaticas seriam capazes de
detectar tais diferengas, quantificando corretamente a ferritina especifica de interesse
na amostra, o que iria influenciar diretamente na interpretagdo dos resultados obtidos
por esta metodologia.

Os principais dados observados e relatados na literatura que indicam a

importancia da investigagio sio:

a) A dosagem de ferritina tem sido utilizada como um marcador nfo especifico em
diferentes patologias, utilizando-se testes imunoldégicos que podem ser afetados
pela modificagdo da estrutura protéica (POWELL et al., 1977);

b) Ferritinas derivadas de diferentes tecidos de algumas espécies apresentam
distintas propriedades como: estrutura primaria, teor de fosfato no nucleo
mineral, mobilidade eletroforética, proporg¢do relativa de subunidades H ¢ L,
determinando diferengas estruturais, em ponto isoelétrico e capacidade oxidativa
(MUNRO & LINDER, 1978; TREFFRY et al., 1987, AISEN & LISTOWSKI,
1980). Um exemplo disto sdo ferritinas de bago, figado e coragdo de cavalo que
possuem peso molecular, fluorescéncia intrinseca e imunorreatividade que
variam em fungfio da proporgdo relativa de subunidades H e L (STEFANINI et
al., 1987);

¢) Algumas ferritinas possuem apenas um residuo de triptofano por subunidade,

sendo que este residuo e alguns aminoacidos adjacentes poderiam fazer parte do
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sitio antigénico (epitopo) da ferritina H humana envolvido nas reagdes de
complexo antigeno-anticorpo (HELMER-CITTERICH et al., 1995). Este fato é
importante porque a concentragio de ferritina H pode ser seletivamente
aumentada pelo fator de necrose tumoral « e interleucina 1-oc, alterando a
composi¢do da ferritina e dificultando seu reconhecimento pelo anticorpo
(HARRISON & AROSIO, 1996);

d) Agentes oxidantes sdo capazes de promover a geragdo de radicais livres que
podem afetar residuos de aminoacidos de proteinas, sendo os mais sensiveis: a
metionina, histidina, triptofano, lisina, tirosina, prolina e cisteina (STADMAN,
1990);

e) Alguns xenobidticos como semiquinonas, antraciclinas e radicais
nitroaromaticos, com potencial de redugdo menores que o da ferritina, sdo
capazes de retirar ferro de ferritinas (MONTEIRO et al., 1989);

f) A liberagdo de ferro de ferritina intracelular, por agentes redutores ou quelantes,
pode implicar em oxidagdo ou degradagdo da apoproteina através da geragdo de
espécies reativas de oxigénio (MONTEIRO et al., 1989) ;

g) Os niveis de ferritina plasmatica sdo alterados em varias doengas para as quais 0s
farmacos nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina
sdo utilizados no tratamento (COHEN et al., 1981; MELO, 1999);

h) Os informes técnicos dos sistemas comerciais utilizados nas dosagens de
ferritina ndo trazem nenhuma informagdo sobre possiveis interferéncias destes
farmacos nos resultados dos exames (ABBOTT LABORATORIES, 1998) ;

i) Utiliza-se ferritina de bago como padrdo para dosagem de ferritina plasmatica
cuja origem pode ser hepatica (TRAN et al., 1997) e cujas propriedades quimicas
sdo distintas da de bago (ABBOTT LABORATORIES, 1998);

j) Alguns dos medicamentos analisados (metronidazol e paracetamol) sdo
conhecidos por promoverem modificagdes em proteinas, ligando-se aos grupos
sulfidrila (-SH) resultando em severa deplecdo destes, que caso ocorressem

também na apoferritina poderiam comprometer a interpretagdo dos resultados dos



28

exames por dificultar o reconhecimento pelo anticorpo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999);

k) Nos casos de hepatomas normalmente se verifica aumento nas concentragdes de

D

ferritina plasmatica, contudo, pode-se verificar que alguns anticorpos utilizados
em sistemas comerciais ndo sdo de ferritina hepatica (COHEN et al/.1981;
ABBOTT LABORATORIES, 1998);

Existem relatos na literatura da existéncia de diferengas imunoldgicas entre
populagbes de isoferritinas de varios tecidos utilizando outras metodologias
(HAZARD et al., 1977, CRICHTON et al, 1973), porém nio foram
encontrados estudos utilizando MEIA e ferritinas padrdes de sistemas

normalmente utilizados na rotina laboratorial;

m) Nio sdo feitos de rotina acompanhamentos de modificagdo de resultados de

dosagem de ferritina, apesar de saber-se que cadeias H de ferritina podem ser
seletivamente aumentadas pelo tratamento de células de tecido, tumoral ou ndo,
pelo fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1-alfa, tireotropina, AMP ciclico €

outros fatores (HARRISON & AROSIO, 1996).
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3. OBJETIVOS

1.

Avaliar se a metodologia de enzimaimunoensaio com microparticulas do sistema
AXSYM - Abbott Laboratories, apresenta sensibilidade e especificidade
adequadas para determinar, quantitativamente, concentragdes iguais de ferritinas

de diferentes tecidos humanos (bago, figado e coragdo), em amostras individuais;

2. Avaliar se esta metodologia apresenta especificidade satisfatoria para a dosagem

)

de uma ferritina em solugdes contendo uma mistura de ferritinas de tecidos

distintos (bago, figado e coragdo);

. Avaliar se a agdo de medicamentos especificos (nitrofurantoina, metronidazol,

paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina) interferem no sistema de dosagem de

ferritina.
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4., MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Ferritinas comerciais

Ferritina de figado humano (tipo IV), solugdo estéril, filtrada, contendo
10 pg/mL, em NaCl 0,15 M e 0,1 % de azida sodica (Sigma — Aldrich, Inc. F6754).
Ferritina de bago humano (tipo V), solugdo estéril, filtrada, contendo 10 pg/mL, em
NaCl 0,15 M, 10 mM de tampdo tris, pH 8,0 e 0,1 % de azida sodica (Sigma-Aldrich,
Inc. F6879). Ferritina de coragdo humano (tipo VII), solugdo estéril, filtrada, contendo
10 pg/mL, em NaCl 0,15 M e 0,1% de azida sodica (Sigma-Aldrich, Inc. F4131).

Segundo o fabricante o grau de pureza das ferritinas é de 98 %.

4.2 REAGENTES

4.2.1 Reagentes que Compdem o Sistema para Dosagem de Ferritina Plasmatica
(AXSYM - Abbott Laboratories)

Anticorpo  monoclonal (camundongo) anti-ferritina, adsorvido em
microparticulas, em tampdo tris com estabilizadores de proteinas e azida sodica como
conservante; anticorpo anti-ferritina (coelho), conjugado com fosfatase alcalina em
tampdo tris com estabilizadores de proteinas e azida sddica como conservante,
concentragdo minima 0.1 pg/ml; diluente de amostras, tampdo tris contendo agente
surfactante, proteinas estabilizadoras e azida sddica como conservante; diluente de
reativos, solugdo de tampdo fosfato 0.1M, contendo agente antimicrobiano e azida
sédica como conservantes; tampdo tris com 0,3 M de cloreto de sédio, contendo azida
sddica e agentes antimicrobianos como conservantes; calibradores principais de
ferritina, padrdes principais contendo ferritina humana (bago), preparada em tampdo

fosfato com proteinas estabilizadoras e azida sddica como conservante, referenciados



31

com FERRITINA OMS 80/602 (Padrdo internacional), nas concentra¢des de O e
50 ng/mL; calibradores de ferritina, solugdes de referéncia contendo ferritina humana
(bago), preparada em tampao fosfato com estabilizadores de proteinas e azida sédica
como conservante, referenciados com FERRITINA OMS 80/602 (Padréo
internacional), nas concentra¢des de 0, 10, 50, 250, 500 e 1000 ng/mL; controles de
ferritina, solugdes contendo ferritina humana (bago), preparada em tampéao fosfato com
estabilizadores de proteinas e azida sddica como conservante, nas concentragdes €
faixas de utilizagdo de 20 (16-24), 150 (120-180) e 400 (320-480) ng/mL; substrato,
solucdo de fosfato de 4-metilumbelliferil, 1,2 mM, em tampdo AMP e azida sddica
como conservante; solu¢do de lavagem da “célula matriz”, cloreto de sédio 0,3M em
tampdo tris, contendo agente antimicrobiano e azida sddica como conservantes,
solugdo de lavagem das sondas de amostra do equipamento, solugdo a 2 % de

hidroxido de tetrametilamonio.

4.2.2 Soro Controle

Soro controle liofilizado BIO-RAD nivel 2 lote 40092, na concentragdo de
187,0 (149-224) ng/mL de ferritina plasmarica.

4.2.3 Farmacos

Metronidazol — grau de pureza 99,3 % (Parke Davis), paracetamol — grau de
pureza 100 % (Sigma Aldrich), nitrofurantoina — grau de pureza 99,1 % (Farmitalia
Carlo Erba), aciclovir — grau de pureza 99,0 % (Parke Davis) e ciprofloxacina — grau
de pureza 99,7 % (Sigma Aldrich).

43 PREPARO DAS SOLUCOES DE FERRITINAS

Foram preparadas solu¢des de ferritinas, individuais € em misturas, utilizando-

se como diluente de amostras o tampdo tris, fornecido pelo sistema comercial,
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contendo agente surfactante, estabilizadores de proteinas e azida sodica como
conservante. As ferritinas individuais de figado, bago e coragdo foram preparadas nas
concentragdes de 20, 150, 400 e 600 ng/mL, bem como as solugdes contendo ferritinas
de figado/bago, figado/coragdo e bago/coragdo, na proporgdo de 1:1, também
preparadas em concentragdes finais de 20, 150, 400 e 600 ng/mL. Utilizamos, ainda,
solugdes contendo ferritinas de bago/figado/coragdo na propor¢do de 1:1:1, nas

mesmas concentragdes anteriormente descritas, conforme tabelas a seguir:

TABELA 1 - FERRITINAS INDIVIDUAIS DE TECIDOS HUMANOS EM
SOLUCOES COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Concentracdes das ferritinas individuais

20 ng/mL 150 ng/mL 400 ng/mL 600 ng/mL
Figado Figado Figado Figado
Coragido Coragdo Coragio Coragdo
Bago Bago Baco Bago

TABELA 2 - MISTURAS DE FERRITINAS DE TECIDOS HUMANOS EM
SOLUCOES (1:1) COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Concentragdes finais das solugdes de ferritinas nas misturas. Solucio (1:1)

20 ng/mL 150 ng/mL 400 ng/mL 600 ng/mL
Figado/Coragédo Figado/Coragdo Figado/Coragdo Figado/Coragio
Figado/Bago Figado/Baco Figado/Bago Figado/Bago
Bago/Coragido Bag¢o/Coragido Bago/Coragdo Bago/Coragédo

TABELA 3 - MISTURAS DE FERRITINAS DE TECIDOS HUMANOS EM
SOLUCOES (1:1:1) COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Concentragédes finais das solu¢des de ferritinas nas misturas. Solug¢do (1:1:1)

20 ng/mL 150 ng/mL 400 ng/mL 600 ng/mL

Figado/Bago/ Figado/Bago/ Figado/Bago/ Figado/Bago/
/Coragio /Coragdo /Coragido /Coragdo
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44 PREPARO DAS SOLUCOES DE FARMACOS

Foram preparadas solugdes aquosas de metronidazol, paracetamol, aciclovir e
ciprofloxacina. As solug¢des de nitrofurantoina foram preparadas utilizando-se como
solvente a dimetilformamida (DMF). As concentragdes das solugdes foram as
seguintes: a) 205,2, 136,8, 68,4, 34,1 e 17,0 ug/100 uL para o metronidazol; b) 181,2,
120.8, 60,4, 30,2 e 15,1 ug/100 uL para o paracetamol; c) 296,4, 197.6, 98,8, 49,4 ¢
24,7 ug/100 pL para o aciclovir; d) 463,2, 77,2, 38,6, 23,2, 7,7 ¢ 3,9 ug/100 uL para a
ciprofloxacina; e) 285,6, 190,4, 95,2, 47,6 e 23,8 ug/100 pL para a nitrofurantoina.

4.5 TRATAMENTO DE SORO CONTROLE CONTENDO FERRITINA COM
SOLUCOES DE FARMACOS

O soro controle liofilizado, contendo ferritina plasmatica na concentragdo de
187,0 (149-224) ng/mL, foi reconstituido em volume de agua deionizada e
homogeneizado conforme condi¢des indicadas pelo protocolo do fabricante. Em
preparagdes contendo aliquotas de 1900 pL do soro controle foram adicionados,
separadamente, 100 pL das solugdes dos farmacos (metronidazol, paracetanol,
aciclovir, ciprofloxacina e nitrofurantoina) nas concentragdes indicadas no item
anterior. As solugdes resultantes, com volume final de 2000 pl, contém metronidazol,
paracetanol, aciclovir, e nitrofurantoina em concentra¢des molares de 50, 100, 200,
400 e 600 pmol/L. As solugdes de ciprofloxacina resultaram em concentragles
molares de 5, 10, 30, 50 e 100 pmol/L. Para a ciprofloxacina foi preparado uma
solugdo adicional na concentra¢do de 600 umol/L, misturada em igual volume com o

soro controle na proporgdo de 1:1, com volume final de 2000 pL.
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4.6 DOSAGEM IMUNOENZIMATICA DE FERRITINAS

A figura 4 mostra o esquema da metodologia utilizada pelo sistema em estudo
e recomendada pelo fabricante que apresenta a seqiiéncia de procedimentos técnicos,
realizados automaticamente, conforme descrito a seguir. No centro de amostras a
amostra e todos os reagentes que compde o sistema, descritos anteriormente,
necessarios para uma determinagdo sdo pipetados pela sonda de amostras para as
cubetas de amostras e reagentes da bandeja de reagdes. A amostra € pipetada para uma
cubeta de reagdo, o anticorpo anti-ferritina (monoclonal de camundongo) aderido em
microparticulas, o conjugado fosfatase alcalina/anticorpo anti-ferritina (monoclonal de
coelho), diluente de amostras e o tampao tris sdo pipetados em outra cubeta de reagdo.
A bandeja de reagdes ¢é transferida para o centro de processamento onde uma aliquota
da solugdo do diluente de amostras, anticorpo conjugado, anticorpo em microparticulas
e tampdo tris ¢ pipetada e misturada com a amostra na cubeta de reagdo. Neste estagio,
a ferritina, sistema enzimatico /anticorpo e microparticulas/anticorpo formam um
complexo estavel. Uma aliquota da mistura de reagdo contendo o complexo anticorpo
— antigeno — anticorpo aderido as microparticulas é transferido para a “célula matriz”.
As microparticulas aderem-se irreversivelmente as fibras de vidro da matriz que €
lavada para a remo¢do de materiais ndo aderidos. O substrato para o sistema
enzimatico, fosfato de 4-metilumbeliferil, é adicionado a “célula matriz”, o produto
resultante é¢ medido pelo sistema 6tico (figura 5) e o resultado convertido em ng/ml de
ferritina.

Segundo o fabricante a sensibilidade do método detecta concentragdes de
ferritina de 1,0 ng/mL, e amostras com concentragdes superiores a 1000 ng/mL devem
ser previamente diluidas. Dependendo da concentragio, o coeficiente de variagdo € de
4,09 a 6,59 %. O método apresenta interferéncia, segundo o protocolo do fabricante,
na presenga de niveis séricos de bilirrubina acima de 17 mg/dL, hemoglobina acima de
1000 mg/dL, triglicerideos acima de 850 mg/dL e colesterol acima de 456 mg/dL,
quando os resultados de ferritina fornecidos apresentam uma diferenga para menor de

10%. Nio ha referéncia quanto a interferéncia de medicamentos.
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Utilizando a metodologia do sistema comercial, baseado em ensaios
imunoenzimaticos com microparticulas, foram realizadas dosagens de ferritina nas
solugdes contendo ferritinas individuais de bago, figado e coragdo, como também nas
solugdes contendo misturas das ferritinas. As solugdes contendo ferritina plasmatica
tratadas com farmacos, assim como os soros contendo ferritina utilizados como
controles e brancos, preparados em agua e em dimetilformamida, sem a adi¢do de
farmacos, foram incubados por 72 horas em banho-maria 37° C. Destas preparagdes
foram retiradas aliquotas para dosagens de ferritina nas solugdes testes, controles ¢
brancos apos incubagdo de 1, 4, 8, 24, 48, e 72 horas. Para a ciprofloxacina na
concentragdo de 600 pmol/L foi retirada uma aliquota com 72 horas.

O soro contendo ferritina plasmatica, na concentragdo de 187,0 ng/mL (149,0-
224,0 ng/mL), foi utilizado como controle em todas as tomadas de aliquotas para
dosagens, observando-se as dilui¢des correspondentes. As dosagens foram feitas pelo
sistema automatizado Axsym system — Abbott Laboratories, e os parametros de
calibragdo e controle do equipamento apresentaram-se em conformidade com o

preconizado pelo fabricante.



FIGURA 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SEQUENCIA DE
REACOES IMUNOENZIMATICAS
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Representagdo esquematica da sequéncia de reagdes imunoenzimaticas com microparticulas para a

dosagem de ferritina pelo sistema Axsym — Abbott Laboratories. )
FONTE: AXSYM SYSTEM - ABBOTT LABORATORIES - MANUAL DO USUARIO N° 3
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FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA OTICO
UTILIZADO NA METODOLOGIA
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O sistema 6tico do equipamento mede a intensidade de fluorescéncia produzida pelg superficie da
célula matriz. O sistema (fluorimetro) utiliza como fonte de luz uma lampada de mercurio.
FONTE: AXSYM SYSTEM - ABBOTT LABORATORIES - MANUAL DO USUARIO N° 3



38

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se as fungdes de estatistica do
Microsoft Excel, versio 2000. As medidas de tendéncia central foram analisadas
utilizando-se a média de triplicatas dos valores obtidos com cinco experimentos
independentes (n = 15), para a analise das medidas de dispersdo utilizou-se desvio
padrido e coeficiente de variagdo, e para os testes de hipoteses utilizou-se o teste-t de

Student com significancia para valores de p menores que 0,05 (LAPPONI, 2000).
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S RESULTADOS
5.1DOSAGENS DE FERRITINAS TECIDUAIS

Os resultados com a dosagem de ferritinas individuais utilizando-se ferritinas
humanas de coragido, figado e bago sdo apresentados na tabela 4 e na figura 6.
Para as misturas de ferritinas os resultados podem ser observados nas tabelas 5 € 6 €

nas figuras 7 e 8.

TABELA 4 - DOSAGEM DE FERRITINAS HUMANAS DE ORGAOS
DIFERENTES POR MEIA

Ferritina Concentracio utilizada Valores obtidos N do total
(ng/mL) (ng/mL) adicionado
20,0 1,9+0,4 95
. 150,0 26,7 0,8 17.8
Figado 400,0 59.1+0,5 14,7
600,0 63,5 +3.7 10,6
20,0 0,0 £ 0,0 0.0
3 150,0 0,0 £0,0 0,0
Coragdo 400,0 0,0 0,0 0,0
600,0 0.4 +0,1 0,1
20,0 18,6 £0,5 93,0
150,0 151,3+1,9 100,8
Bago 400,0 402,8 +13,9 100.7
600,0 576,5+31,7 96,1

Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima,
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrio de 15 experimentos (triplicatas de 5

experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 6 - DOSAGENS DE FERRITINAS DE DIFERENTES TECIDOS EM

CONCENTRACOES VARIAVEIS
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Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima.
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA). descritos no item 4.6. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5
experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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TABELA 5 - DOSAGEM DE FERRITINAS HUMANAS POR MEIA, EM
SOLUCOES CONTENDO DOIS TIPOS DE FERRITINAS

Ferritinas Concentracio final Valores obtidos % do total
utilizada (ng/mL) (ng/mL) adicionado
20,0 0,4+0,1 2.0
figado / coracdo 150,0 13,7+£0.9 9.1
(sol. 1:1) 400,0 295+2.0 7.4
: 600,0 29.7+1.7 5.0
20,0 38,4105 42,0
bago / coragio 150,0 78,7 £4.3 52,5
(sol. 1:1) 400,0 186,7+11.4 46,7
600.0 228.1+13.2 38,0
20.0 9.9+0.7 49.5
bago / figado 150.0 90,5+5.8 60,3
(sol. 1:1) 400,0 ' 2195 £ 15,1 54.9
600,0 2454 +£182 40,9

Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima,
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5
experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.

TABELA 6 - DOSAGEM DE FERRITINASAHUMANAS POR MEIA, EM
SOLUCOES CONTENDO TRES TIPOS DE FERRITINAS

Ferritinas Concentracio final Valores obtidos %. d.o total
utilizada (ng/mL) (ng/mL) adicionado
20,0 6,1 +0,4 30,5
figado/coragio/ 150,0 53,2+3.3 35,5
bago (sol. 1:1:1) 400,0 139.3+9.5 348
600,0 169.1 £ 11,2 28,2

Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima,
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrio de 15 experimentos (triplicatas de 5

experimentos independentes) com nivel de significincia para p < 0,05.
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FIGURA 7 - DOSAGENS DE SOLUCOES CONTENDO COMBINACOES DE
FERRITINAS DE DOIS DIFERENTES TECIDOS EM
CONCENTRACOES VARIAVEIS.
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Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima.
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA). descritos no item 4.6. Os resultados

foram expressos como média + desvio padrio de 15 experimentos (triplicatas de 5
experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 8 - DOSAGENS DE SOLUCOES CONTENDO COMBINACOES DE
FERRITINAS DE TRES DIFERENTES TIPOS DE TECIDOS EM
CONCENTRACOES VARIAVEIS
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Sistema: Os volumes de ferritinas teciduais correspondentes as concentragdes indicadas acima,
diluidos em diluente de amostras do sistema comercial, foram submetidos as reagdes de
enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrio de 15 experimentos (triplicatas de 5
experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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5.2 EFEITOS DE FARMACOS SOBRE A FERRITINA PLASMATICA HUMANA

Os resultados dos experimentos realizados com o objetivo de identificar
possivel interferéncia de alguns farmacos (nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol.
aciclovir e ciprofloxacina), que apresentam efeito sobre a estrutura da proteina, na
metodologia de dosagem da ferritina plasmatica sdo apresentados nas tabelas 7 a 12 €

nas figuras 9 a 20.

TABELA 7 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA SOBRE A
DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA HUMANA

. Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina
Nitrofurantoina
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(pmol/L)
1h 4h 8h 24h 48h 72h
0 163.8+89 1619+96 161,6+82 1742+72 174,1+66 1729+93
50 160,7+935 161,6+83 157,2+92 1658+84 1694+81 1688+90
100 160,1+76 160,8+87 156,7+938 1632+81 161,7+89 1681+84
200 1582+84 1603+78 1578+85 1609+82 161,2+77 1651+97
400 158,4+81 1613+84 1588+89 1614+90 1622+82 1644+£95
600 166,9+78 162,6+69 1559+86 177.6+78 171.8+7,6 1752+8.2
Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo

nitrofurantoina nas concentragdes € tempos de incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram
submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no
item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos
(triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 9 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA (50
umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 = 38,0 ng/mL) contendo
nitrofurantoina na concentragdo de 50 umol/L e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados
acima. foram submetidos as reag¢des de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA),
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significincia
para p <0,05.
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FIGURA 10 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA (100

umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA.
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 + 38,0 ng/mL) contendo
nitrofurantoina na concentragio de 100 umol/L e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados
acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA),
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia
para p < 0,05.
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FIGURA 11 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA (200

umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA.
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo
nitrofurantoina na concentragdo de 200 umol/L e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados
acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA),
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia
para p < 0,05.
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FIGURA 12 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA (400

umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA.
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 + 38,0 ng/mL) contendo
nitrofurantoina na concentra¢do de 400 umol/L e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados
acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA),
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia
para p <0,05.
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FIGURA 13 - EFEITOS DA INCUBACAO COM NITROFURANTOINA (600
umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA.
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo
nitrofurantoina na concentragdo de 600 pmol/L e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados
acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA),
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia

para p < 0,05.
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TABELA 8 - EFEITOS DA INCUBACAO COM METRONIDAZOL SOBRE A
DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA HUMANA

. Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina
Metronidazol
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(umol/L)
1h 4h 8h 24h 48h 72h

0 1624+64 161,6+64 161.5+81 1623+£353 166,1+73 1625+72

50 159.7+79 1532%6,3 150,5+63 1548+7.6 161.2+68 160,4+6.1

100 1598+76 158,7%x9,1 1544+71 160,171 1602+70 1623+57

200 1513 +6.1 158,1+£92 166,1+9.8 1625+77 1604+74 1589+75

400 1533+£6,5 1653+£96 1539+83 1389+70 161,2+66 160,83%5,1

600 1554+68 161,2+£6,7 1622+65 153,6+6,1 1520+62 160,5+4,7
Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 + 38,0 ng/mL) contendo

metronidazol nas concentragdes € tempos de incubagdo a 37 °C, indicados acima. foram
submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no
item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos

(triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.

TABELA 9 - EFEITOS DA INCUBACAO COM PARACETAMOL SOBRE A
DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA HUMANA

Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina
Paracetamol
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(pmol/L)
1h 4h 8h 24h 48h 72h

0 1624+64 161,6+64 161,5+9.1 1623+53 166,1+73 1625+72
50 1548+352 1614+65 1569+92 157872 1598 +64 162,3+6.8
100 150,1+43 167,7+75 159,9+7.1 162,3 +7.8 160,5+72 1592+59
200 1556 +6,8 1656+96 1574+60 158,8+6,5 160,2+74 159,772
400 1559+5,1 155,4+8,1 159,7+6,6 160,1 +6,7 161,2+6,5 1584+63
600 153,6 £6,2 153,7+82 151,5+84 1497+66 1572+73 161,150

Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo paracetamol

nas concentragdes e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as
reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de
5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,03.
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Aciclovir Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina
(umovL) | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1h 4h 8h 24h 48h 72h

0 1624+6,7 161,6+68 161,5+7,1 1623+60 166,1+73 1625+6,2
50 61,1 +6,1 160.2+7,1 1553+68 1584+68 1604+69 164857
100 161,4+52 1594+69 1582+60 162,1+64 1623+58 1628 6.0
200 158.1+6,6 160870 1612+49 1597+60 1652+64 160,9*69
400 159,2+5,7 159,8+54 160,3+56 161,1+57 1648+70 154,172
600 1583+54 1624+351 1594+60 1593+63 1655+76 1669+54

Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 £+ 38,0 ng/mL) contendo aciclovir nas
concentragdes e tempos de incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as
reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de
5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,03.

TABELA 11 - EFEITOS DA INCUBACAO COM CIPROFLOXACINA SOBRE A
DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA HUMANA

Cirotoscind (IS T T g gy ogmi)
1h 4h 8h 24h 48h 72h

0 1778 +4,1 176,9+63 1779+60 1828+69 1755+53 174,1+62
5 1759+47 1728+51 1784+66 1815+6,6 178,6+£60 1783+£69
10 1746 +52 173,7+48 173,5+72 1804+58 181,6+59 1804+t64
30 176,7+46 1722+6,1 1729+57 1785+63 177,1+62 176,9+53
50 1775+6,0 1744+54 173,8+63 1779+5,1 1786+54 181,0+6,8
100 1728+52 171,7+6,7 1752+59 1818+57 175262 179,5%5,5

Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo

ciprofloxacina nas concentragdes € tempos de incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram
submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA). descritos no
item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos
(triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 14 - EFEITOS DE FARMACOS (50 umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 = 38,0 ng/mL) contendo
metronidazol, paracetamol e aciclovir na concentragio de 50 pumol/L e tempos de
incubagio a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio
com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes)
com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 15 - EFEITOS DE FABMACOS (100 umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 + 38,0 ng/mL) contendo
metronidazol, paracetamol e aciclovir na concentragdo de 100 pmol/L e tempos de
incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio
com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes)
com nivel de significancia para p < 0,05.



FIGURA 16 - EFEITOS DE FARMACOS (200 umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA

Ferritina (ng/mL)

& 2h
Termpode inaubecso (h)
[ Controle | Metroniczzol 0 Paracetarmol 0 AGdovir

Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 + 38,0 ng/mL) contendo
metronidazol, paracetamol e aciclovir na concentragio de 200 pmol/L e tempos de
incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio
com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrio de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes)
com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 17 - EFEITOS DE FARMACOS (400 pmol/L) SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187.0 = 38,0 ng/mL) contendo
metronidazol, paracetamol e aciclovir na concentragdo de 400 umol/L e tempos de
incubagdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio
com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes)
com nivel de significancia para p < 0,05.
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FIGURA 18 - EFEITOS DE FARMACOS (600 umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA
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Sistema: Os volumes das solucdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo
metronidazol, paracetamol e aciclovir na concentragdo de 600 umol/L e tempos de
incubacdo a 37 °C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio
com microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes)
com nivel de significancia para p < 0.05.



57

FIGURA 19 - EFEITOS DA CIPROFLOXACINA SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (187,0 + 38,0 ng/mL) contendo
ciprofloxacina nas concentragdes de 5, 10, 30, 50 ¢ 100 pmol/L e tempos de incubagdo a 37
°C, indicados acima, foram submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com
microparticulas (MEIA), descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo de 15 experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com
nivel de significancia para p < 0,05.
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TABELA 12 - EFEITOS DA INCUBACAO COM CIPROFLOXACINA (600
umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA

HUMANA
Ciprofloxacina Ferritina
(umol/L) (ng/mL)
0 89,8 +£2.3
600 819+28

Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (93.5 + 19,0 ng/mL) contendo ciprofloxacina
na concentragdo € tempo de incubagdo a 37 °C, durante 72h, indicados acima, foram
submetidos as reagdes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA), descritos no
item 4.6. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 15 experimentos
(triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia para p < 0,05.

FIGURA 20 - EFEITOS DA INCUBACAO COM CIPROFLOXACINA (600
umol/L) SOBRE A DOSAGEM DE FERRITINA PLASMATICA
HUMANA
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Sistema: Os volumes das solugdes de ferritina plasmatica (93,5 + 19,0 ng/mL) contendo ciprofloxacina
na concentragdo de 600 umol/L e tempo de incubagdo a 37 °C, durante 72h, indicados
acima, foram submetidos as rea¢bes de enzimaimunoensaio com microparticulas (MEIA).
descritos no item 4.6. Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo de 15
experimentos (triplicatas de 5 experimentos independentes) com nivel de significancia
para p <0,05.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 ANALISE DA ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO MEIA (AXSYM -
ABOTT LABORATORIES) PARA DOSAGENS DE FERRITINAS DE
ORGAOS DIFERENTES.

A avaliagdo dos niveis plasmaticos e intracelulares do ferro no organismo,
bem como o entendimento de etapas do metabolismo que envolvem a participagdo do
ion, incluindo a sintese de hemoglobina, podem ser obtidos pela analise de um |
conjunto de dados laboratoriais que revelam diferentes aspectos das atividades
compreendidas por este importante elemento. Este conjunto de dados laboratoriais,
porém, em fungdo de revelarem diferentes aspectos do metabolismo, nem sempre sdo
concordantes entre si.

Os testes hematologicos baseados nas caracteristicas dos eritrécitos, como por
exemplo a concentragdo de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, €
indice da anisocitose (rdw), sdo geralmente mais acessiveis € com menor custo que 0s
testes bioquimicos. Por outro lado, os testes bioquimicos utilizados para avaliar a
concentragdo de protoporfirina eritrocitaria, saturagdo de transferrina e concentragdo
de ferritina plasmatica detectam com maior antecedéncia as alteragdes no metabolismo
do ferro, oferecendo vantagem para a conduta terapéutica (YIP, 1989).

Embora a determinag¢do da concentragdo de hemoglobina e do hematdcrito ndo
sejam suficientes para determinar a causa da anemia, o diagnostico da anemia por
deficiéncia de ferro pode ser estabelecido se a concentragdo de hemoglobina ou
hematdcrito aumentarem apos a administragdo terapéutica de ferro suplementar
(DALLMAN et al., 1980; OSKI, 1993). Alternativamente outras determinagdes como
o volume corpuscular médio, indice de anisocitose (rdw) e concentragdo de ferritina
sérica podem ser utilizados como parametros para diferenciar a anemia por deficiéncia
de ferro de outros fatores envolvidos com a instalagio do quadro de anemia.
A avaliagdo direta dos estoques de ferro usualmente requer amostras dos dois

principais depositos de ferro no organismo, a medula 6ssea e o figado, acarretando
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todos os riscos e inconvenientes de um procedimento invasivo. A aspiragdo e bidpsia
da medula dssea sdo preferiveis considerando serem mais seguras e mais habituais
para os hematologistas que os procedimentos realizados no figado. A quantifica¢do da
ferritina sérica, embora seja um método indireto, apresenta vantagens se comparado
com a biopsia e aspiragdo, considerando avaliar satisfatoriamente os estoques de ferro,
além de ser um procedimento ndo invasivo, com menores riscos de complicagdes,
menos oneroso financeiramente e, portanto, mais aceitavel pelos pacientes.

A concentragdo da ferritina sérica é o indicador mais precoce para a avaliagdo
dos niveis de estoque de ferro, sendo também o parametro disponivel que oferece
melhores resultados para mensurar a deple¢do dos estoques, especialmente quando
utilizado em associagdo com outros métodos. Podemos constatar estas observagdes se
considerarmos uma paciente que apresente um diagnostico presuntivo de anemia,
baseado em concentragdes de hemoglobina e na determinagdo do hematdcrito, um

resultado de ferritina sérica de 15 pg/L ou menos confirma a deficiéncia de ferro e

concentragdes de ferritina sérica superiores a 15 pg/L sugerem que a deficiéncia de
ferro ndo € a causa da anemia (HALLBERG et al., 1993). No estudo da deficiéncia de
ferro em mulheres em idade fértil, utilizando valores de ferritina sérica, a sensibilidade
deste pardmetro quando forem iguais ou inferiores a 15,0 pug/L é de 75 % ¢ a
especificidade é de 98 %; quando os niveis de ferritina sérica atingirem 12,0 pg/L ou
menos, a sensibilidade para deficiéncia de ferro € de 61 % e a especificidade de 100 %
(HALLBERG et al., 1993). Considerando estes aspectos, a determinagdo da
concentragdo de ferritina sérica parece ser o método de escolha para a avaliagdo dos
estoques de ferro, contribuindo para o estabelecimento de um diagndstico precoce de
anemia por deficiéncia de ferro (FINCH, 1986).

Outros fatores, além dos niveis de estoque de ferro, podem resultar em grandes
variagdes individuais na concentragdo da ferritina plasmatica, mesmo em individuos
saudaveis. Por tratar-se também de uma proteina de fase aguda, que pode ser
ativamente secretada, inclusive regulada por citoquinas (TRAN et al., 1997), a

ferritina plasmatica estd aumentada nas infec¢des cronicas, nas inflamagdes, ou em
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patologias que causem danos em tecidos ou 6rgdos, como por exemplo nas hepatites,
neoplasias, cirroses e artrite (COOPER & SLOTKIN, 1996).

E oportuno referir que estudos que apresentem como objetivo avaliar os niveis
de estoques de ferro, utilizando como método indireto a dosagem de ferritina
plasmatica, devem validar os resultados obtidos mediante uma triagem preliminar dos
pacientes, utilizando indicadores de doenc¢a inflamatéria como, por exemplo, a
proteina C reativa (PCR). Estes critérios de validagio tém sido utilizados
freqiientemente em estudos que envolvam comparagio € avaliagdo de metodologias ou
dosagens de ferritina (LOTZ et al., 1999). Contudo, constatamos em nosso trabalho de
revisdo bibliografica, que estes critérios de validagdo ndo tém sido observados em
estudos e publicagdes em periddicos cientificos voltadas para os laboratérios clinicos
de rotina, onde os resultados das dosagens de ferritina sérica foram considerados
integralmente, sem se considerar as interferéncias citadas anteriormente (THAME,
2000).

Aliando-se os aspectos favoraveis inerentes a dosagem de ferritina, a
diminui¢do dos custos financeiros da metodologia, além de métodos clinicos ou
fisioldgicos para esta avaliagdo ndo estarem ainda disponiveis nas rotinas, houve um
crescimento substancial na aplicagdo desta dosagem para a avaliagdo da deficiéncia de
ferro. Inimeras metodologias foram estabelecidas para a quantificagdo da ferritina
sérica, conforme descrito anteriormente, algumas delas utilizando anticorpos
monoclonais e padrdes obtidos a partir de ferritina de figado e outras utilizando
ferritina de bago de cobaios. Alguns problemas metodolégicos foram observados na
comparagio de resultados entre laboratorios e metodologias (BEATON et al., 1989),
contudo, foram reduzidos pelos programas de controle de qualidade, testes de
proficiéncia e padronizagdo dos métodos.

Na primeira etapa do nosso trabalho, quando avaliamos a especificidade do
método frente a ferritinas de bago, figado e coragdo, os resultados indicaram que, entre
as ferritinas testadas, houve especificidade do método para a ferritina de bago (figura
6). Os dados da tabela 4 mostram percentuais de quantificagdo para a ferritina de bago

proximos de 100%, indicando a alta relagdo entre a concentragdo utilizada e a
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quantificada pelo método, mesmo havendo um melhor desempenho para as
concentragdes intermediarias (150 e 400 ng/mL) e caindo para 93 % e 96 % quando
utilizamos concentragdes de 20 ng/mL e 600 ng/mL respectivamente. Estes resultados
de certa forma poderiam ser esperados se considerarmos que, em geral, sido utilizados
controles, padrdes e calibradores reconhecidos imunologicamente pelos anticorpos
monoclonais anti-ferritina obtidos a partir de camundongos e coelhos, porém no
informe técnico do kit utilizado ndo pudemos encontrar a informagdo se os anticorpos
monoclonais sdo anti- ferritina de bago. Esta informag¢do, mesmo tendo sido solicitada
diretamente ao fabricante, ndo foi obtida.

Os resultados para as dosagens de ferritina de figado, constantes na tabela 4 e
representados também na figura 6, indicaram que o sistema quantificou de 10 % a 18
% dos valores totais da concentragdo utilizada de ferritina de figado. Se considerarmos
o critério de composi¢do da apoproteina, os resultados obtidos ndo refletem
adequadamente a aparente similaridade entre a ferritina de figado e a de bago. Apesar
das duas ferritinas apresentarem predomindncia de cadeias leves L (2-3H : 21-22L),
pode-se ter diferengas na composi¢do de aminoacidos das cadeias na regido de
epitopo, ou mesmo a auséncia de glicosilagdo na ferritina hepatica que poderia afetar
o reconhecimento pelos anticorpos monoclonais utilizados pelo sistema. Estudos de
LUNEV et al. (1993), indicaram que a apoferritina, em fungdo da flexibilidade
conformacional, apresentou maior afinidade pelos anticorpos monoclonais que
ferritinas ricas em ferro. A possibilidade de atomos de ferro, eventualmente presentes
na ferritina hepatica, interferirem na reagdo, pode ser questionada se considerarmos
que a ferritina de bago, que também apresenta afinidade por atomos de ferro, ndo
sofreu interferéncia aparente. Outra possibilidade a ser considerada, independente da
composigdo proporcional de cadeias H e L, seria a propria distribui¢do destas cadeias
na estrutura quaternaria da molécula, sendo que os epitopos seriam formados por
sequéncias de aminoacidos de diferentes subunidades, podendo inclusive envolver
grande parte da superficie das subunidades (AROSIO et al, 1990) ou mesmo
apresentar inumeros sitios antigénicos idénticos distribuidos na superficie protéica

como indicaram estudos de ALLEN et a/ (1997). Uma possivel explicagdo para o
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percentual de quantificagdo de cerca de 10 % pode estar no processo de purificagdo da
ferritina de figado (intracelular), se considerarmos que neste 6rgdo também &
sintetizada a ferritina plasmatica, que pode estar presente e ser quantificada pelo
método, visto que as ferritinas sérica e intracelular sdo codificadas por homdlogos,
mas diferentes mRNAs, que interagem diferentemente com anticorpos especificos
(TRAN et al., 1997).

Estes resultados, de certa forma, permitem questionamentos sobre a
capacidade do sistema em reconhecer a fem’ﬁna plasmatica. Se considerarmos que os
componentes imunoquimicos da metodologia, como descrito anteriormente, nio
reconheceram quantitativamente a ferritina de figado que apresenta similaridades com
a ferritina de bago, utilizada como padrio pela metodologia, fica a davida se
reconheceria a ferritina plasmatica, que também ¢ sintetizada no figado e ainda contém
um componente glicosilado, cujo aumento na concentragdo, em casos de hepatoma, ¢
atribuido ao aumento da sintese de ferritina plasmatica. Estudos devem ser conduzidos
no sentido de esclarecer esta aparente discorddncia, apesar do sistema, que utiliza
ferritina de bago como referéncia, quantificar a ferritina plasmatica no soro controle.

Para as dosagens de ferritina de coragdo, os resultados obtidos (figura 6 e
tabela 4), em comparagdo com as concentragdes utilizadas, foram proximos a zero
(0 %). Estes valorés indicam, provavelmente, que o anticorpo utilizado pela
metodologia ndo é capaz de reconhecer a ferritina de coragdo, ndo ocorrendo a
formagdo do complexo antigeno-anticorpo aderido as  microparticulas,
e, conseqiientemente, ndo permitindo a continuidade do processo de quantificagéo.
Pode-se explicar que a formagdo do complexo imunoaderido ndo ocorreu,
provavelmente, pelo fato de os anticorpos monoclonais utilizados serem especificos
para ferritina de bago, como indicado pela metodologia do fabricante do sistema, que
apresenta a estrutura da apoferritina rica em cadeias L, diferente, como relatado
anteriormente, da ferritina de coragdo que apresenta a apoferritina com elevados
indices de cadeias H, o que acarreta em diferengas imunoldgicas sensiveis ao sistema.
Estes resultados confirmam o que teria sido observado por ROCHA (1998), utilizando
o sistema COBAS CORE Ferritin EIA, da empresa ROCHE, onde verificou-se que o
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anticorpo que faz parte do kit era capaz de reconhecer preferencialmente ferritinas com
mais cadeias L. Em estudos conduzidos por MARESCHAL er al. (1981), os sistemas
comerciais imunorradiométricos necessitaram concentragdes seis vézes maiores de
ferritina de coragdo, em relagdo a ferritinas de figado e bago, para obtengdo de
resultados equivalentes. Possivelmente a detecgdo em concentragdo seis vezes maior
deveu-se ao aumento da concentragdo de cadeias L, existente em pequeno nimero na
estrutura da ferritina de coragdo. Considerando que as concentragdes de ferritinas de
coragdo, bago e figado, avaliadas neste trabalho, foram entre 20 ng/mL e 600 ng/mL,
observa-se um variagdo de trinta vézes na concentragio entre os limites extremos, nao
indicando, mesmo nesta situagdo, que houve detecgdo da ferritina de coragdo.

Pode-se questionar, desta forma, que caso houvesse lesdo de células hepaticas
ou cardiacas e extravazamento destas ferritinas, possivelmente elas ndo seriam
quantificadas adequadamente por esta metodologia, contrariando o que sugere o
protocolo de um sistema comercial (Immunlite-DPCMedLab) que utiliza a
metodologia de quimioluminescéncia, que € equivalente a utilizada neste trabalho.

Os mesmos aspectos de reconhecimento de ferritinas de coragdo e figado
foram observados nos resultados das dosagens de ferritinas utilizando-se misturas de
duas ferritinas humanas de 6rgédos diferentes. Pode-se observar na tabela 5 e figura 7
que, na mistura contendo ferritina de bago e ferritina de coragdo, somente a de bago ¢
reconhecida, sendo quantificada cerca de 50 %, correspondendo ao total de ferritina
de bago adicionada a mistura. Nas misturas contendo ferritinas de bago e figado os
percentuais de reconhecimento aumentaram cerca de 10 %, correspondendo aos
valores da ferritina de bago acrescidos de parte dos valores de ferritina de figado, que €
quantificada em torno de 10 %, conforme resultados constantes na tabela 4. Nas
misturas de ferritinas de figado e coragdo, somente em torno de 10 % do total de
ferritinas adicionadas a mistura foram quantificados, correspondendo provavelmente a
ferritina de figado. Estes resultados confirmam os resultados obtidos para as ferritinas
individuais, apresentados anteriormente.

Nas solugdes contendo os trés tipos de ferritinas teciduais, conforme

resultados apresentados na tabela 6, verificamos que o sistema quantificou apenas em
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torno de 30 % do total adicionado, valor equivalente a quantidade de ferritina de bago
presente na mistura, com pequenas variagdes devidas, provavelmente & ferritina de
figado que ¢ quantificada em 10 %. A tabela 6 e a figura 8 mostram também que as
ferritinas ndo reconhecidas adequadamente pelos anticorpos utilizados na metodologia,
ndo causam interferéncia na dosagem do constituinte que é quantificado pelo sistema

(ferritina de bago), confirmando a especificidade do sistema.

6.2 ANALISE DOS EFEITOS DE FARMACOS SOBRE A DOSAGEM DE
FERRITINA PLASMATICA HUMANA

A toxicidade de muitos xenobidticos € relatada pela habilidade destes
compostos de sofrerem reagdes de dxido-redugdo ou de gerarem radicais livres através
de reagdes dependentes de ferro. A ferritina representa uma possivel fonte de ferro,
caso o composto utilizado para analise seja capaz de libera-lo do nucleo mineral da
proteina, que ao mesmo tempo pode ser um alvo dos possiveis efeitos oxidativos dos
radicais livres gerados, o que poderia comprometer sua dosagem pela metodologia
utilizada neste trabalho.

Entre os compostos analisados neste trabalho dois deles sdo capazes de liberar
ferro de ferritina, o metronidazol e a nitrofurantoina (MONTEIRO et al., 1989). A
tabela 7 e as figuras 9 a 13 mostram os resultados obtidos para a nitrofurantoina
utilizando as concentragdes de 50 a 600 umol/L e tempos de incubagdo de até 72
horas. Pode-se observar que no tempo de incubagdo de 24 horas, nas diferentes
concentragdes de nitrofurantoina até 400 umol/L, ocorre uma discreta diminui¢do nos
resultados das dosagens de ferritina, 0 mesmo ocorrendo para os tempos de incubagio
de 48 e 72 horas também até a concentragdo de 400 pumol/L (tabela 7 e figura 12).
Estes resultados, porém, ainda encontram-se dentro dos coeficientes de variagdo da
metodologia apresentados pelo fabricante (até 6,59 %), bem como do desvio padrédo
aceitavel para a concentragdo de ferritina no soro controle (187,0 £ 38,0 ng/mL). Nos

tempos de incubagdo superiores a 24 horas na concentragdo de 600 pmol/L (figura 13)
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de nitrofurantoina observou-se um aumento nos valores das dosagens de ferritina,
sendo observado o mesmo efeito para o controle. Este fato poderia ser explicado pela
interferéncia do solvente DMF no processo de dosagem, considerando o ja relatado
possivel efeito de solventes organicos sobre a conformagdo dos anticorpos, resultando
em aumento da afinidade (MELNIKOVA, et al., 2000) o que ndo teria sido observado
com os demais farmacos que foram utilizados em solugdo aquosa (tabelas 8 a 11).
Utilizando-se o metronidazol nos mesmos parametros, porém tendo como solvente do
farmaco a agua, verificou-se também que nas condigdes propostas ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas nas doses e tempos de incubagéo
indicados (tabela 8 ¢ figuras 14 a 18).

O paracetamol € o farmaco de primeira escolha em substitui¢do ao acido acetil
salicilico como analgésico e antiinflamatorio. Contudo, casos de lesdes hepaticas e
alteragdes hematoldgicas podem ser observadas com doses mais elevadas
(REYNOLDS et al., 1989). Verificou-se também que durante a metabolizagdo do
paracetamol € produzida uma quinoneimina reativa, que pode atacar proteinas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999), sendo assim, seria interessante verificar-se a
possibilidade deste farmaco afetar também as analises de concentragdo de ferritina. As
figuras 14 a 18 ¢ a tabela 9 mostram os resultados obtidos utilizando o paracetamol,
onde pode-se observar que ndo ocorreram alteragdes estatisticamente significativas nas
condi¢des propostas.

O aciclovir é um antiviral utilizado no tratamento de infecgdes por Herpes
simplex e também em formulagdes (coquetéis) indicados para o tratamento de AIDS,
onde com freqiiéncia se observa um aumento da concentragdo plasmatica de ferritina
(LEE & MEANS, 1995). Entre os seus principais efeitos adversos inclui-se a
nefrotoxicidade e alteragdes nos niveis de enzimas hepaticas. Nas figuras 14 a 18 ¢
tabela 10, observamos que nas condigdes propostas ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre as amostras controle e as tratadas com o farmaco
nos diferentes tempos de incubagio.

Cabe esclarecer que as concentragdes dos farmacos foram utilizadas dentro

dos pardmetros terapéuticos, observando diferengas e extremos possiveis nos niveis de
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concentragdo terap€utica plasmatica que permitissem avaliar esta variante. Estas
concentragdes estabelecem uma relagdo farmaco / proteina especifica para cada
concentragdo da droga e de ferritina no experimento. Se forem consideradas as
concentragdes de ferritina no soro controle de 187,0 = 38,0 ng/mL e as concentragdes
de 50, 100, 200, 400 e 600 pmol/L de nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol e
aciclovir, a relagdo farmaco / proteina seria de 0,014, 0,028, 0,056, 0,112 e 0,168
mol/g respectivamente.

A ciprofloxacina mostrou-se capaz de gerar radicais livres durante o seu
metabolismo em microssomas hepaticos (GURBAY et al., 2001). Verificou-se
também que seus efeitos fototoxicos estdo relacionados com a geragdo de espécies
reativas de oxigénio, incluindo perdxido de hidrogénio e radical hidroxila (WAGAI et
al., 1991). O radical hidroxila € bastante reativo, podendo reagir com varias moléculas
orgdnicas, inclusive proteinas, o que sugeriria a possibilidade deste farmaco poder
alterar a estrutura da ferritina e assim afetar os resultados de sua dosagem. Contudo,
quando utilizou-se a ciprofloxacina nas concentragdes entre 5 e 100 umol/L ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (tabela 11 e figura 19). Nos
experimentos conduzidos para verificar a interferéncia da ciprofloxacina sobre a
metodologia para a dosagem de ferritina plasmatica, utilizou-se concentragdes, como
anteriormente discutido para os demais farmacos, proximas a terapéutica, porém
diferente dos demais, sendo de 5, 10, 30, 50, 100 umol/L, onde as rela¢des farmaco /
proteina foram respectivamente de 0,0014, 0,0028, 0,0084, 0,014 e 0,024 mol/g.

Com o objetivo de verificar se alteragdes na relagdo farmaco / proteina
poderiam acarretar em interferéncias significativas na metodologia, foram realizados
experimentos alterando esta relagdo, considerando as até entdo observadas. Em um
experimento inicial alterou-se a concentragdo da proteina de 187,0 + 38,0 ng/mL
anteriormente utilizada, para cerca de 40,0 + 8,0 ng/mL, utilizando-se 0s mesmos
tempos de incubagdo na concentragdo de 1200 pmol/L para os compostos
hidrossoluveis (paracetamol, ciprofloxacina e metronidazol) e ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas (dados ndo mostrados). Nestas condi¢des a

relagdo farmaco / proteina foi de 30,0 mol/g. Contudo, quando utilizou-se a
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ciprofloxacina a 600 umol/L (dose méaxima utilizada para os demais farmacos na etapa
inicial deste trabalho), equivalendo a uma concentragdo plasmatica de 231,6 pg/mL e
uma concentragdo de ferritina de 93,5 + 19,0 ng/mL, observou-se uma diminui¢do de
cerca de 10 %, conforme indicado na tabela 12 e figura 20, estatisticamente
significativo (p < 0,05). Nestas condigdes especificas, descritas no item 4.5, além do
aumento na concentra¢do da ciprofloxacina para niveis acima do terapéutico, ocorreu
uma maior dilui¢do da solugio de ferritina de cerca da metade utilizada anteriormente,
€ em conseqiiéncia um aumento na relagdo farmaco / proteina para 3,2 mol/g, acima da
utilizada na primeira etapa deste trabalho. Desta forma verifica-se que a relagdo
farmaco / proteina poderia afetar os resultados anteriormente obtidos.

Deve-se considerar que em condig¢des fisiologicas, em fung¢do dos niveis
plasmaticos da ferritina, da concentragdo de outras proteinas plasmaticas, como por
exemplo a albumina que podem também ligar-se ao farmaco diminuindo a
disponibilidade no meio, bem como da concentragdo do proprio farmaco e de seus
derivados metabolicos, esta relagdo farmaco / proteina pode sofrer variagdes
significativas que viriam a determinar possiveis efeitos com interferéncia na
quantificagdo da ferritina. Estas variagdes na relagdo farmaco / proteina também
poderiam ser observadas em condigdes patologicas, como por exemplo em estados de
hipoalbuminemia ou em anemias por deficiéncia de ferro com baixos niveis de
ferritina, ou mesmo em disfun¢des hepaticas ou renais onde os componentes desta
relagdo poderiam ser afetados, visto que comprometimentos hepaticos poderiam afetar
tanto a sintese de ferritina quanto a metabolizagdo do farmaco, além de nefropatias que
poderiam comprometer sua eliminagio.

Deve-se considerar ainda que 4 semelhanga do que aconteceria no plasma,
outras proteinas podem ter sido alvo dos efeitos dos farmacos estudados, € que ndo
foram analisadas neste trabalho, diminuindo a ag¢do sobre a ferritina, bem como
poderiamos ter a atividade de outros componentes com capacidade protetora contra
agentes oxidantes existentes no soro (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999), que

podem ter sido influenciados pela quantidade de proteina e diluigdes utilizadas.
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7 CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos nos experimentos relatados e discutidos
anteriormente, € as informagdes do levantamento bibliografico, podemos apresentar as

seguintes conclusdes:

a) A metodologia para a dosagem de ferritina plasmatica, utilizando
enzimaimunoensaio com microparticulas e anticorpos monoclonais, quando testada
frente a ferritinas de coragdo, figado e bago, apresentou especificidade e sensibilidade

para ferritina de bago, ndo quantificando adequadamente as outras duas ferritinas

testadas;

b) Considerando a especificidade dos anticorpos monoclonais e os dados que
obtivemos nas dosagens de ferritina de figado com a metodologia em estudo
(quantificando apenas 10 % da concentragéo), elevagdes na concentragdo de ferritinas
no plasma, decorrentes de lesdo hepatica com extravasamento de ferritina intracelular,

ndo pode ser mensurada satisfatoriamente pelo método .

c) No estudo de possiveis interferéncias na metodologia causadas por farmacos
(nitrofurantoina, metronidazol, paracetamol, aciclovir e ciprofloxacina) em
concentragdes proximas & terapéutica, ndo foram observados resultados com variagdes
significativas que sugiram a interferéncia na metodologia em determinadas
concentragdes, relagdo farmaco / ferritina e tempos de incubagdo em ensaios in Vvitro.
Utilizando ciprofloxacina na concentragdo de 600 pumol/L, observou-se uma variagdo
nos resultados cerca de 10 % menores em relagdo ao controle, sendo estatisticamente
significativa (p < 0,05), para uma relagdo farmaco / proteina de 3,2 mol/g, indicando
uma possivel interferéncia desta relagdo nos resultados obtidos e sugerindo a
possibilidade deste medicamento poder afetar a estrutura desta proteina nas condigdes
estudadas.
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