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Parametros utilizados na avaliacdo do metabolismo do ferro em cées

Iron metabolism parameters in dogs
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RESUMO

A avaliacdo do metabolismo de ferro associado
aos resultados hematoldgicos constitui uma ferramenta
importante para o diagndstico, controle e diferenciacdo de
estados anémicos. O presente trabalho objetivou determinar
0s parametros utilizados na avaliagdo do metabolismo do
ferro (ferro sérico, capacidade latente de liga¢do do ferro,
capacidade total de ligacdo do ferro, indice de saturacdo do
ferro, transferrina e ferritina) em cées sadios. Foram
selecionados 120 caes, divididos em quatro grupos de sexo e
faixa etaria distintos (30 machos jovens e 30 adultos, 30 fémeas
jovens e 30 adultas). As amostras de sangue foram coletadas
das 8h as 11h, com os cdes em jejum. Os valores médios para
as concentracgdes de ferro sérico, capacidade latente de ligacdo
do ferro, capacidade total de ligacdo do ferro, indice de
saturagdo do ferro e transferrina foram 138,2ul dI*; 371ul dI*;
232,6ul dI't; 37,7% e 259,6mg dl, respectivamente. Esses
indices foram avaliados quanto as variagOes entre sexo e idade.
Os valores médios foram submetidos ao teste de Tukey e ndo
apresentaram variacdo significativa (P<0,01). A concentragdo
de ferro sérico apresentou-se mais elevada em cédes machos
adultos, comparados aos machos jovens (P<0,05). O valor de
ferritina obtido foi inferior a 1ng mL* com reagente comercial
de imunoensaio quimioluminescente para humanos.

Palavras-chave: capacidade latente de ligagdo do ferro,
capacidade total de ligacéo do ferro, indice
de saturagéo do ferro, ferritina, transferrina.

ABSTRACT
The determination of iron metabolism rates

associated with hematological findings is an important tool to
diagnosis, control and differentiation of anemic states. This

study has as objective to determine the iron parameters (serum
iron, unsaturated iron binding-capacity, total iron binding-
capacity, transferrin saturation rate (IST), transferrin and
ferritin) in healthy dogs. It was selected 120 dogs, shared in
four different groups of sex and age (30 young males and 30
adult males, 30 young females and 30 adult females). The
blood samples were collected between 8 and 11h AM, with
fasted dogs. The average values to serum iron, unsaturated
iron binding-capacity, total iron-binding-capacity, transferring
percent saturation and transferrin are 138.2ul dI't; 371ul dI*;
232.6ul dI't; 37.7% e 259.6mg dI* respectively. These rates
were evaluated according to sex and age variation. The average
values submitted to Tukey test it were not significant (P<0,01).
Considering a 5% level variation of error probability, the serum
iron was higher in adult male dogs, comparing with young
male ones (P<0,05). The ferritin values were Ong ml-* in human
chemiluminescent immunoassay Kkit.

Key words: unsaturated iron binding-capacity, total iron
binding-capacity, ferritin, transferrin.

INTRODUGCAO

O ferro é um elemento fundamental &
manutenc¢do da vida, com participacdo obrigatoria e
indispensavel no processo hematoldgico, além de fazer
parte das moléculas de mioglobina, citocromos e
enzimas, como a peroxidase e catalase (ANDREWS &
SMITH, 2000).

O conhecimento da dindmica do
metabolismo do ferro, ou seja, absorcéo, circulagio e
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armazenamento é fundamental no estudo das causas e
efeitos das anemias. Os parametros utilizados para a
avaliacdo do metabolismo do ferro, transferrina
(proteina transportadora do ferro), ferritina e
hemossiderina (formas de reserva do ferro),
complementam o exame hematoldgico e auxiliam na
compreensdo da causa da anemia e, consequentemente,
no seu tratamento. Dessa forma, constituem-se
importantes ferramentas para o clinico veterinario
monitorar pacientes anémicos.

A constatagdo da deficiéncia de ferro nem
sempre é tdo evidente, pois o cdo pode apresentar 0s
niveis de ferro sanguineo normais, mas apresentar a
ferritina diminuida. Esta, por sua vez, pode oscilar
conforme os niveis de reserva de ferro no organismo,
mas também em casos de um processo inflamatdrio
agudo, em que se apresenta em niveis elevados
(ANDREWS & SMITH, 2000).

A determinacéo dos parametros ligados ao
metabolismo do ferro complementa as analises
hematoldgicas e bioquimicas na avaliacéo clinica da
anemia, sendo imprescindivel nos casos de deficiéncia
desse mineral (LISTE et al., 1994). A concentragdo
plasmaética do ferro sérico indica a quantidade do ion
que esta sendo transportado ligado a transferrina, o
qual se apresenta diminuido nas anemias ferroprivas
(LEWIS et al., 2005). A determinacéo plasmatica tem
sido estabelecida por métodos colorimétricos que
separam o ion da transferrina, reduzindo-o ao estado
ferroso e ligando-o0 a um croméforo para a sua
quantificacdo medida pela intensidade de cor
desenvolvida (SYNERMED, 2003).

Atransferrina é a proteina de transporte do
ferro e é expressa pela capacidade de ligagdo com o
fon, indicada pela capacidade latente de ligagdo (CLLF)
somada ao ferro sérico, resultando na capacidade total
de ligagdo do ferro (CTLF). Pode ser determinada por
métodos colorimétricos (SMITH, 1989). Apresenta-se
elevada nas anemias ferroprivas e com valores
reduzidos nas anemias por doencga crénica (JAIN, 2000;
WALLACH & KANAAN, 2003; LEWISet al., 2005).

A ferritina sérica reflete os estoques
corpdreos totais de ferro, é a principal proteina de
reserva deste metal no organismo. As técnicas para a
determinacdo da ferritina sérica sdo reaces dirigidas
por anticorpos, como radioimunoensaio, ELISA,
imunoturbidimetria e quimioluminescéncia, de alta
sensibilidade. Os reagentes comerciais de ELISA para
a dosagem de ferritina sérica em cdes ja foram
desenvolvidos nos Estados Unidos (WEEKS et al.,
1988; ANDREWS et al., 1992) e no Japdo (WATANABE
etal., 2000), no entanto, ndo sdo comercializados, devido
ao custo elevado para a produgdo inviabilizando sua
exportacao.

Existe a caréncia de valores do metabolismo
do ferro especificos para a populacéo de cdes no Brasil.
Atualmente, sdo utilizados parametros estabelecidos
nos Estados Unidos (FELDMAN et al., 1981; HARVEY
etal., 1982; WEEKS et al., 1989) e que indicam valores
gerais para a espécie, ndo havendo separacao entre
sexo e idade.

O objetivo do presente trabalho foi
determinar os valores do ferro sérico, capacidade de
ligacdo do ferro e ferritina sérica de 120 cées sadios,
machos e fémeas, adultos e jovens, da regido de Curitiba.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos animais

Foram selecionados 120 cdes procedentes
de cinco canis de criadores particulares. Os canis
dispunham de recintos individuais semi-cobertos com
area média de 6m?e area para lazer. Para este estudo, 0s
animais foram subdivididos em quatro grupos, segundo
os critérios de idade e sexo: 30 fémeas jovens; 30 fémeas
adultas; 30 machos jovens e 30 machos adultos. Para a
categoria dos cées jovens, foram utilizados animais
entre trés e 12 meses de idade e para os caes adultos,
animais de 13 meses a oito anos de idade. Foram
utilizados cées das racas Beagle, Pastor Alemao,
Rottweiler e Retriever do Labrador.

Todos os cdes foram submetidos a um
manejo sanitario adequado, vacinados anualmente e
desverminados a cada quatro meses. As atividades
fisicas desempenhadas pelos animais foram
semelhantes nos diferentes canis e os cées recebiam
alimentacdo balanceada, segundo os niveis de
exigéncia por categoria. Foram utilizados somente caes
sadios, segundo a anamnese, exame clinico,
hematoldgico, bioquimico e coproparasitoldgico.

Na anamnese e exame clinico completo,
observou-se a auséncia de processo inflamatorio nos
trés meses anteriores, coloragdo normal de mucosa oral
e conjuntival, auséncia de lesdo dermatoldgica e de
sinais de lesdo no sistema locomotor, linfonodos
normais a palpacdo, ausculta pulmonar e cardiaca
normais, auséncia de ectoparasitas. Os critérios como
auséncia de cio, de gestacdo e lactacdo foram adotados
para as fémeas.

Coletas das amostras

Os cdes estavam em jejum de 8 a 10 horas,
foram imobilizados por contencao fisica e o sangue foi
obtido por puncéo das veias cefalica ou jugular. Foi
realizada uma coleta de sangue por animal, entre as 8h
e 11h. O sangue foi imediatamente acondicionado em
dois tubos distintos, um com o anticoagulante
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etilenodiaminotetracetato de sodio (EDTA), para a
realizacdo do hemograma, e o outro sem o
anticoagulante destinado as dosagens de uréia,
creatinina e as provas ligadas ao metabolismo do ferro,
sendo mantidos sob refrigeracdo até o momento das
analises laboratoriais. Os esfregacos sanguineos foram
realizados imediatamente apdés a coleta e
acondicionados para posterior coloracdo no
laboratdrio.

Foram coletadas amostras individuais de
fezes dos animais e mantidas em geladeira (4 a 8°C) até
0 momento do exame coproparasitoldgico.

Anélises laboratoriais

As anélises hematologicas, bioquimicas e
dos parametros relacionados ao metabolismo do ferro
foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica
Veterindria e as coproparasitologicas, no Laboratoério
de Parasitologia, ambos do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana.

As contagens de eritrécitos, de leucocitos
e a determinacdo da concentragdo de hemoglobina
foram realizadas no equipamento CELM CC530. O
volume globular (hematdcrito) foi realizado pela técnica
do microhematdcrito. O volume globular médio (VGM)
e a concentracdo de hemoglobina média (CHGM) foram
obtidos pelas férmulas de Wintrobe (JAIN, 2000). Nas
extensdes sanguineas coradas (Wright) foram
realizadas a contagem diferencial de leucdcitos e as
avaliacdes morfoldgicas dos eritrdcitos e leucdcitos.
As concentraces de proteina plasmatica total foram
obtidas por refratometria. O fibrinogénio foi obtido pelo
método de precipitacdo pelo calor (KANEKO &
SMITH, 1967). As dosagens de uréia, creatinina e a
determinacdo da atividade sérica da enzima alanina-
transaminase (ALT) foram realizadas pelo método
enzimatico GLDH, método cinético do picrato alcalino
e método cinético, respectivamente, no analisador semi-
automatico CELM SBA 200. As amostras de fezes foram
analisadas pela técnica de flutuacdo Willis-Molay para
pesquisa de ovos de helmintos e oocistos de
protozoarios.

As amostras de soro para analise do ferro
foram mantidas refrigeradas entre 2 e 8°C por, no
méximo, uma semana até a analise. Os frascos utilizados
na manipulacdo das amostras eram descartaveis e de
plastico, para evitar a contaminagao com tragos de ferro.

O ferro sérico foi determinado pelo método
colorimétrico de Goodwin modificado (FERROZINE),
com reagente comercial da In Vitro, Diagnostica S/A,
Itabira, Minas Gerais. Foram utilizados 250l de soro
de cada amostra e as leituras feitas em
espectrofotdometro (METROLAB® 330), na faixa de
565nm.

A capacidade ligadora do ferro foi
determinada pelo método colorimétrico de Goodwin
modificado (FERROZINE), com reagente comercial In
Vitro, Diagnostica S/A, Itabira, Minas Gerais. Foram
utilizados 250ul de soro de cada amostra e as leituras
feitas em espectrofotémetro (METROLAB® 330), na
faixa de 560nm. Aamostra foi incubada com uma solucéo
padréo de ferro (500png d1't) em meio tamponado (pH
8,3). Ocorreu a saturacédo dos sitios disponiveis para o
ferro na transferrina. Feita a adi¢do do reagente de cor
(ferrozine), o excesso de ferro ndo ligado formou um
complexo magenta, determinando a capacidade latente
de ligacéo do ferro (CLLF). A capacidade ligadora do
ferro foi determinada para a obtencdo dos valores da
capacidade latente de ligacdo do ferro (CLLF) e da
capacidade total de ligac&o do ferro (CTLF).

A partir da obtencdo da CTLF, obteve-se o
valor da transferrina pela formula:

TRF (mg dI*)=CTLFx0,7

Obteve-se também o indice de saturagdo da transferrina
pela férmula;

IST (%) = (Ferrosérico/CTLF) x 100

Devido a inexisténcia de reagente comercial
para dosagem de ferritina canina, realizou-se um teste
piloto com reagentes para seres humanos. Os soros
dos cdes foram analisados pelos métodos de
imunoensaio quimioluminescente de microparticulas
(CMIA), ARCHITECT Ferritina®, para anéalise
quantitativa de ferritina de seres humanos, da ABBOTT
Laboratdrios do Brasil Ltda. As andlises foram
processadas em equipamento automatico do Sistema
ARCHITECT, no Laboratério de Imunologia do Hospital
de Clinicas da UFPR. As amostras também foram
processadas pelo método enzima imunoensaio
quimioluminescente para aparelho automatizado
IMMULITE-1000 Systems (Diagnostic Products
Corporation, USA), para anlise quantitativa de ferritina
humana, em Laboratorio particular, localizado em
Sorocaba, Séo Paulo.

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualisado com arranjo fatorial (2x2), considerando o
fator sexo (macho ou fémea) e o fator idade (jovens ou
adultos). Foram usadas 28 repeti¢des por tratamento.
Os dados foram submetidos & anélise de variancia com
auxilio do programa computacional GENES (CRUZ,
2006). As médias foram comparadas com o teste de
Tukeyao nivel de 1 e 5% de probabilidade. Aamplitude
da variagdo das médias foi estimada pelo intervalo de
confianca e pelo desvio padréo.

RESULTADOS

Foram estabelecidos os valores médios dos
parametros de ferro por categoria de sexo e idade. A
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concentracdo de ferro ndo apresentou diferencas
significativas para o fator sexo (P<0,05), porém as
médias do fator idade, jovens e adultos, diferem
estatisticamente (P<0,05). Os valores do ferro sérico
de adultos foram superiores aos dos jovens. N&do houve
interacdo entre os fatores sexo e idade para a
concentracdo de ferro (Tabela 1).

As analises estatisticas da capacidade total
de ligagdo do ferro (CTLF), transferrina e porcentagem
de saturacdo da transferrina (IST%) ndo apresentaram
diferencas significativas para os fatores sexo e idade,
ndo havendo interacdo entre os fatores (P<0,05). Os
valores da CLLF ndo apresentaram diferencas
significativas para os fatores sexo e idade, no entanto,
apresentaram interacdo entre estes (P<0,05). Os valores
entre os animais adultos (machos e fémeas) ndo
apresentaram variacdo significativa. No entanto, entre
0s jovens, houve variacdo entre o sexo, sendo o valor
dos machos superior ao das fémeas (P<0,05). Entre as
fémeas, ndo houve variacdo significativa entre jovens
e adultas. Entretanto, entre os machos, a variacao foi
significativa (P<0,05), sendo que a média dos jovens
foi superior a dos adultos (Tabela 1).

Nas analises da ferritina, pelo método de
imunoensaio quimioluminescente de microparticulas

(CMIA) e pelo método enzima imunoensaio
quimioluminescente, todas as amostras resultaram na
mesma leitura: <1,0ng mL* (inferior a 1,0).

DISCUSSAO

As concentracgtes de ferro encontradas no
presente trabalho foram obtidas pelo método
colorimétrico e foram aproximadamente 1,6 vezes
maiores do que as obtidas com o método columétrico,
utilizado para cées (WEEKS et al., 1989). Essa variagao
possivelmente é devido a diferenca dos métodos.
Segundo SMITH (1989), o método columétrico ndo
apresenta interferéncia de outros compostos do soro,
como lipidios e colesterol, o que poderia explicar essa
variacdo encontrada. HARVEY et al. (1982) obtiveram
valores proximos (149ug dL*) também pelo método
colorimétrico. LISTE etal. (1994) verificaram valor médio
de ferro sérico superior (181,7ng dL), com a utilizacdo
de um método colorimétrico (batofenantrolina),
entretanto utilizaram amostras de oito c&es.

N&o houve diferenca significativa relativa
ao sexo, entre os cdes deste estudo, como também
observado por outros autores (LISTE et al., 1994;
COELHO etal., 2006; MUNDIN, 2008). Além disso, 0

Tabela 1 - Valores médios dos parametros do ferro de cées, por categoria de sexo e idade.

Machos Fémeas

Ferro (ug dL™) Média Média IC
Jovens 112,6bA! 93,7-131,5 149,4bA 123,6-175,1
Adultos 136,6aA 120,2-152,9 154,3aA 134-174,6
CV (%) 38,4

CTLF (ngdL™)
Jovens 381,8aA 352,1-411,5 365,7aA 343,4-387,9
Adultos 356,1aA 326,4-385,8 380,6aA 345,3-415,8
CV (%) 20,9

IST %
Jovens 29,3aA 24,8-33,8 40,8aA 34,2-47,3
Adultos 39,3aA 34,8-43,8 41,4aA 36,6-46,1
CV (%) 31,2

Transferrina (mg dL™?)
Jovens 266,9aA 246,1-287,7 256aA 240,4-271,6
Adultos 249,3aA 228,5-270,1 266,4aA 241,7-291,1
CV (%) 20,9

CLLF (ug dL?)
Jovens 268,3aA 243,5-293 216,3aB 187,4-245,2
Adultos 219,5bA 194,7-244,2 226,3aA 195,3-257,3
CV (%) 31,2

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade; *IC —

Intervalo de Confianga (95%);

CV - Coeficiente de variagio; CLLF — capacidade latente de ligacéo do ferro; CTLF — Capacidade total de ligacdo do ferro; IST — indice de

saturacdo da transferrina.
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resultado foi diferente do encontrado em seres
humanos, em que se evidenciou diferenga entre os
sexos, com valores elevados tanto para os homens
jovens como adultos (YIP et al., 1984).

Neste estudo, os valores de ferro foram
significativamente inferiores para os cdes jovens
(P<0,05), 0 mesmo observado por MUNDIN (2008). Fato
que pode ser explicado pela elevada demanda exigida
pelo organismo na fase de crescimento (SMITH, 1997).

Existem divergéncias quanto aos horérios
das coletas de sangue para determinacdo das
concentracdes de ferro, porque os niveis de ferro sérico
oscilam devido a uma variagdo circadiana, que resulta
da variagdo na liberacdo do ferro do sistema
reticuloendotelial para o plasma, conforme os niveis
de cortisol sérico (COOK et al., 1992; WORWOOD,
2001). No entanto, DALE et al. (2002) ndo observaram
um padréo consistente de variacdo entre os diferentes
horarios do dia (8h da manh&, meio dia e 4h da tarde),
indicando que ndo h& necessidade de se restringir a
coleta de material a um horério especifico do dia.

HARVEY et al. (1982), também pelo método
colorimétrico, relataram valores da CLLF e do indice de
saturagdo do ferro, 243ug dL?' e 39,3%,
respectivamente, para 35 cées sadios, divididos
igualmente entre machos e fémeas, sem a especificagao
da faixa etéria dos animais.

Os testes de recuperacdo por meio das
analises de ferritina com os reagentes comerciais
humanos foram realizados, porém os resultados foram
inferiores a 1ng mL™, revelando a incapacidade de
leitura das amostras caninas e a especificidade de
antigenos para o teste destinado aos seres humanos.
Em estudo utilizando-se reagente comercial especifico
para ferritina canina, foram encontrados valores normais
de 62ng mL* (WEEKS et al., 1989) e de 298ng mL*
(WATANABE et al., 2000). Apesar da alta homologia
entre os aminodcidos das cadeias de ferritina humana
e canina, H=96% e L=86% (ORINO et al., 2005), supde-
se que a porgao de ferritina humana purificada, utilizada
nos reagentes comerciais para seres humanos, possui
uma sequéncia de aminoacidos ndo homdéloga a
ferritina canina. Sendo assim, os valores da ferritina
canina néo foram considerados neste estudo.

Até o presente momento, ndo existem,
descritos na literatura, outros valores para os
parametros do ferro em cées sadios no Brasil.

O ferro sérico e a capacidade ligadora do
ferro podem ser analisados como rotina nos
laboratérios de patologia clinica veterinaria.

CONCLUSAO

Podem ser adotados para cées os valores
de ferro sérico, CLLF, CTLF, IST e transferrina
encontrados neste estudo. A determinagéo da ferritina
canina pelos métodos de quimioluminescéncia humana
néo fornece uma leitura confidvel.
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