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ESTUDO DOS EFEITOS DA IRRADIACAO EM SANGUE TOTAL, MATRIZ
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Atualmente, a investigacdo de efeitos biologicos radioinduzidos em sangue e
hemocomponentes tem sido realizada a fim de correlaciona-los com as doses de
radiagdo geralmente utilizadas na pratica transfusional. Neste trabalho, amostras
humanas de sangue total (ST), matriz celular (MC) e plasma (PL) foram irradiadas com
doses de 15 a 30 Gy usando radiacdo gama e, em seguida, liofilizadas e pulverizadas.
Possiveis variagdes moleculares e elementares foram avaliadas, apds comparagdo com
amostras de controle (ndo-irradiadas), usando as técnicas de espalhamento coerente de
raios X (LAXS) e fluorescéncia de raios X por reflexao total usando luz sincrotron (SR-
TXRF). As medidas de LAXS foram realizadas usando um difratdmetro comercial, no
Laboratério de Instrumentagdo Nuclear (LIN/COPPE) e as de SR-TXRF, foram
realizadas na linha de Fluorescéncia de Raios X do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS). Para as medidas de SR-TXRF, as amostras foram submetidas a
digestdo acida. Os valores médios dos parametros de caracterizacao das amostras de PL
foram significativamente diferentes quando comparados com os pardmetros das
amostras de ST e MC independente do valor de dose. Pode-se verificar que a idade
influencia as caracteristicas das amostras estudadas. Nao se verificou variagdo
significativa na concentracdo de Ca e, em contrapartida, o K foi o inico elemento que
sofreu alteracdes significativas para todas as amostras analisadas em funcao da dose. A
concentragcdo de Fe diminuiu apenas para as amostras de ST e PL. A concentragdo de Zn

apresentou uma diminui¢do significativa somente para as amostras de ST.
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The investigation of radioinduced biological effects caused by irradiation
procedures on whole blood and blood components effects are nowadays of great
interest. In this study, lyophilized human samples of whole blood (ST), formed elements
(MC) and plasma (PL) were irradiated with doses from 15 to 30 Gy using gamma
radiation and then, lyophilized and powdered. Comparing with control samples (non
irradiated), injuries were evaluated by coherent X-ray scattering (LAXS) and total
reflection X-ray fluorescence using synchrotron radiation (SR-TXRF). Scattering
measurements were carried out using a powder diffractometer at Nuclear
Instrumentation Laboratory (LIN/COPPE). The SR-TXRF measurements were obtained
at the X-Ray Fluorescence beamline at Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS).
For the SR-TXRF measurements the samples demanded chemical digestion. The
statistical analysis showed that the characterization parameters for PL was found
significantly different comparing with ST and MC samples over the dose range. Age
was positively assossiated with the characteristic scattering profiles for all samples.
While no positive assossiation was found for the variation of Ca contents, the variation
of K content was positively assossiated with the dose for ST, MC and PL. On the other
hand, the Fe levels decrease for ST and PL and the Zn levels decrease only in ST as the

dose increases.
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CAPITULO | - INTRODUGAO

1.1- INTRODUCAO

Com a descoberta da radioatividade e dos raios X, houve um uso indiscriminado
das radiagdes ionizantes. Uma série de fatos chamou a atenc¢do dos cientistas de que
havia necessidade de estudos mais meticulosos dos efeitos biologicos destas radiagdes
nos seres humanos. Observacdes iniciais como danos na pele, queda de cabelos em
pacientes irradiados e efeitos nos descendentes apds a irradiagdo do tecido germinativo
de plantas e animais, foram constatados. No setor da satide, a radiacdo ionizante
encontra 0 seu maior emprego €, como conseqiiéncia, ¢ também onde mais sdo
realizadas pesquisas no sentido de se obter o maior beneficio com o menor risco

possivel.

Os beneficios advindos do uso das radiacdes ionizantes na satde sdo
incontaveis, sendo os principais: a cura de tumores através da terapia, a deteccao
precoce de doencas através do diagndstico, a utilizagdo como meio profilatico na

transfusdo de sangue etc.

No mundo inteiro, a demanda por transfusdes de sangue tem aumentado a
medida que cresce o nimero de acidentes, violéncia e doengas. A busca por doadores
tem-se constituido uma preocupagdo constante das autoridades sanitarias. A seguranga
de uma transfusdo de sangue depende de varios fatores, tais como: o perfil
epidemioldgico da populacdo na qual se faz a captacdo dos candidatos a doagdo, a
selecdo desses candidatos na triagem clinica e a triagem soroldgica de

infecgdes/doengas transmitidas pelo sangue (BRASIL, 1999).

A transfusdo sangiiinea ¢ um processo que mesmo quando realizado dentro das
normas técnicas preconizadas, envolve risco sanitario com a ocorréncia potencial de
incidentes transfusionais, que podem ser classificados como imediatos ou tardios. Uma

reacdo adversa a transfusdo de sangue ¢ a doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH).



A DECH foi descrita em seres humanos por HATHAWAY et al (1965) apds a
transfusdo de sangue fresco em duas criancas com suspeita de sindrome de

imunodeficiéncia congénita.

A DECH ¢ uma sindrome clinica rara e geralmente fatal caracterizada por febre,
acometimento cutidneo, anorexia, nduseas, diarréia e disfun¢do hepatica. A DECH ¢
comumente observada nos transplantes de medula 6ssea (TMO), transplantes de 6rgaos
solidos que contenha grande quantidade de tecido linféide e em transfusdo de
hemocomponentes. A unica forma segura de abordagem ¢é a profilaxia através da
irradiacdo dos hemocomponentes A dose inicialmente preconizada para irradiagdo de
hemocomponentes era de 15Gy, a qual era baseada na dose para obtencdo de células
estimuladoras em cultura mista de linfocitos. O relato do aparecimento de DECH em
um paciente submetido a transplante de medula oOssea apds a transfusdo de
hemocomponentes irradiados com 20Gy, provocando rejei¢ao da medula transplantada,
fez com que muitos centros realizassem estudos para determinacdo da dose segura de
irradiagdo. Essa dose ndo deveria comprometer a viabilidade das células, ou acarretar

mudangas nas caracteristicas dos hemocomponentes (LANDI et al, 1999).

ROSEN et al (1993), utilizando cultura mista de linfécitos, compararam o
crescimento de amostras ndo irradiadas com as amostras correspondentes que receberam
doses escalonadas de irradiacdo gama variando de 5Gy a 50Gy e demonstraram que
todas as mitoses sdo suspensas com doses entre 25 e 30Gy. Este resultado foi
posteriormente confirmado, utilizando-se técnica mais sensivel na quantificacdo dos

linfocitos T da cultura mista, apds a estimulagao.

Estudos sobre a irradiagdo de sangue e seus componentes sdo realizados em
varios paises. Comumente a maior aplicagdo da irradiacdo de sangue estd na prevencdo
da DECH e também em estudos investigativos dos efeitos bioldgicos a fim de

correlaciond-los com a dose de radiagao (IAEA,1997).

JANATPOUR et al (2005) descrevem que frequentemente irradia-se sangue e
seus hemocomponentes com radiagdo gama, mas alguns centros utilizam raios X como
forma alternativa de irradiacdo de sangue. Esta alternativa possui como vantagem o fato

de ser mais barata e ndo depender das caracteristicas fisicas de um dado radioisétopo.



No entanto, os efeitos bioquimicos dos raios X nas células vermelhas (eritrocitos) nao
sdo bem caracterizados. E sabido que ocorrem mudangas na membrana dos eritrocitos,

porém essas diferencas ndo chegam a comprometer o resultado clinico.

Este trabalho propde avaliar a relacdo dose-efeito em sangue humano e seus
hemocomponenets. A partir dos resultados obtidos pretende-se estabelecer a
caracterizacdo de amostras de sangue total, matriz celular e plasma a nivel molecular
usando a técnica de espalhamento coerente de raios X (LAXS — Low Angle Scattering) e
a nivel elementar através da técnica de fluorescéncia de raios X por reflexdo total

usando luz sincrotron (SR-TXRF).

1.2 - ESPALHAMENTO COERENTE DE RAIOS X

Nas ultimas décadas, muitos autores, tém realizado medidas de perfis de
espalhamento de amostras bioldgicas (EVANS et al, 1991; ELSHEMEY et al, 1999;
DESOUKY et al, 2001; CASTRO et al, 2004; FILGUEIRAS, 2006). O crescente
interesse em tais medidas deve-se a natureza caracteristica do espalhamento coerente da
radiacdo. O perfil de LAXS ¢ caracterizado pela presenca de um ou mais picos na
dire¢do do espalhamento, que satisfazem a Lei de Bragg. Por meio do LAXS entende-se
a estrutura molecular da amostra obtendo-se uma assinatura que ¢ caracteristica do
material em estudo. Dessa forma, LAXS de amostras biologicas, como o sangue e seus

componentes, tem importancia nos campos da biologia e medicina.

Em 1998, PEPLOW & VERGHESE apresentaram uma tabela de fatores de
forma moleculares para uma série de tecidos animais, tecido mamario humano e
platicos calculados a partir de medidas de LAXS usando radiagdo sincrotron. ROY
(1999) apresenta um estudo do estado da arte sobre a importancia de medidas de LAXS
e sobre o confronto dos dados experimentais obtidos por diferentes autores com os
valores obtidos através das tabelas de fator de forma. Em 2002, TARTARI et al
publicaram uma atualizagdo dessas tabelas incluindo os efeitos de interferéncia

molecular para tecido 6sseo (cortical e trabecular), gordura, agua e Plexiglas.



DESOUKY et al (2001) e ELSHEMEY et al (2001) apresentaram as primeiras
medidas de LAXS de amostras de sangue liofilizado usando um difratometro comercial,
introduzindo o conceito dos parametros de caracterizagdo dos perfis de espalhamento
que serdo utilizados neste trabalho. Em 2003, ELSHEMEY et al propuseram
correlacionar as alteragdes das caracteristicas de espalhamento do soro sanguineo com a
existéncia de cirrose e cancer de figado. Em todos esses trabalhos, o niimero de

amostras foi extremamente reduzido.

JOHNS & WISMAYER (2004) usaram dois difratrometros comerciais para
obter a distribuicdo de LAXS de materiais amorfos, especificando o procedimento
utilizado considerando as caracteristicas do equipamento e do porta-amostras, efeitos do

background e da dependéncia angular.

CASTRO et al (2004) publicaram medidas de espalhamento coerente de raios X
usando luz Sincrotron de amostras de tecidos de mama humanos compostos por regioes
saudaveis e regides com carcinoma ductal infiltrante com o objetivo de mapear e
distinguir regides invadidas pelo cancer. CASTRO et al (2005) publicaram perfis de

espalhamento inéditos para outros tecidos humanos: rim e utero.

A sensibilidade da LAXS foi previamente demonstrada na observacdo de
mudangas estruturais em amostras de soro humano liofilizado e em amostras de sangue
total, soro e hemoglobinas irradiadas com doses de 3, 6 ¢ 9 Gy (MIKUSINKA-
PLANNER, 2000; ELSHEMEY et al, 2001).

O espalhamento coerente das amostras biologicas ¢ dominado pelo perfil da
agua (ELSHEMEY, 2001, CASTRO, 2005), ja que os tecidos bioldgicos sdo em grande
parte compostos dessa substancia. A remog¢ao da agua por liofilizacdo produz espectros
consideravelmente diferentes das amostras ndo liofilizadas. Essa técnica, também
conhecida como desidratagdo a frio, ¢ um eficiente processo de secagem de amostras
biologicas que preserva células, enzimas, vacinas, virus, soros, derivados sangiiineos
etc. Assim, neste trabalho, usaremos amostras liofilizadas de sangue e

hemocomponentes.



FILGUEIRAS (2006) mostrou que se obteve sucesso na proposta de
caracterizacdo de amostras de sangue de doadores portadores de diabetes através dos
perfis de espalhamento. Embora com um nimero pequeno de amostras, podem-se
perceber diferencas entre as médias quando o pardmetro idade foi levado em

consideragao.

Considerando as observagdes realizadas por FILGUEIRAS (2006) e a existéncia
de legislacdes que estabelece o intervalo de dose ao qual o sangue e seus
hemocomponentes devem ser irradiados, optou-se por estudar os efeitos decorrentes da

irradiacao no intervalo considerado de alta dose (15Gy a 30Gy).

1.3 - FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL

A Fluorescéncia de Raios X (XRF) ¢ uma técnica de analise multielementar
que se baseia na medida das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos
elementos quimicos componentes da amostra, quando devidamente excitados. A
Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF - Total Reflection X-Ray
Fluorescence) vem se desenvolvendo de forma bastante expressiva nos ultimos anos,
com grande aplicacdo na analise de elementos tracos, na faixa de nanogramas ou ppb
(partes por bilhdo), em amostras liquidas; em pesquisas ligadas ao monitoramento
ambiental; oceanografia; biologia; medicina; industria e mineralogia (CANELLAS et al,
2006, LEITAO, 2005; MOREIRA et al, 2006; MELO JUNIOR, 2007; KHUDER et al,
2007; SERPA, 2007).

BELLISOLA et al. (1999) usaram a TXRF para monitorar a concentracdo de
selénio (Se) presente no metabolismo e na excre¢do humana. Foram utilizadas amostras
de soro, sangue ¢ urina. Observou-se que os individuos pesquisados, apos a ingestdo de
um composto de sédio e selénio, tiveram um pico de concentragao de Se no sangue e
soro, mas esse valor foi decrescendo lentamente. Na urina, a excrecdo de Se aumentou

progressivamente.

AYALA et al. (1990) desenvolveram uma nova metodologia de dilui¢do para

preparagcdo de amostras de sangue humano e constataram a determinagdo direta dos



niveis de elementos traco através da técnica “Total Reflection X-Ray Fluorescence”
(TXRF). Identificaram os seguintes elementos: K, Ca, Ti, Cr, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb, Rb e
Sr.

LUE et al (2004) avaliaram a dificuldade associada a preparacdo de amostras
bioldgicas para TXRF. Diferentes procedimentos de preparacdo e calibragdo foram
analisados. A analise direta por TXRF mostrou-se um método satisfatério para a
determinagdo de elementos traco em amostras bioldgicas como cérebro, liquido

amniotico, soro e urina com uma qualidade analitica adequada.

O trabalho de CARVALHO et al (2001) propds avaliar a possivel influéncia da
idade da mae e peso do recém nascido com as concentragdes de elementos traco no
liquido amnidtico e na placenta usando EDXRF (Energy Dispersive X-Ray
Fluorescence) ¢ TXRF (Total Reflection X-Ray Fluorescence). Os niveis encontrados
de Ni e Sr no liquido amnidtico foram baixos e independentes da idade da mae e do
peso da crianga. O Zn, considerado um dos elementos fundamentais para a satde do
recém nascido, ndo apresentou diferenca significativa nas amostras analisadas. Os dois
unicos elementos que apresentaram estar correlacionados significativamente com a

idade da mae e peso do recém-nascido eram o Ca e o Fe.

MATSUOKA et al (2005) investigaram a otimizacdo do modo de preparo de
amostras de sangue total, soro e plasma para TXRF. Essas amostras foram diluidas
apenas em agua Milli-Q e depositadas em refletores. Essa técnica permitiu a melhoria

na deteccao de Fe e Cl, porém acarretou a destrui¢ao das células vermelhas do sangue.

MARTINEZ et al. (2004) determinaram as concentra¢des de S, Ca, Cu, Zn, Rb
e Pb em amostras de sangue de doadores escolhidos aleatériamente que residiam na
zona metropolitana do México utilizando TXRF. Observou-se que as concentracdes de
K e Br estavam possivelmente relacionadas com hébitos alimentares, geograficos ou
fatores ambientais. Ja as concentragdes de S, Ca, Zn, Rb ¢ Pb estavam dentro da faixa

de valores medidos em populagdes de outros paises.

MAGALHAES et al. (2006) estudaram a distribuicdo elementar em amostras

de tecidos humanos cancerosos e sadios utilizando as técnicas de EDXRF e TXREF.



Foram analisadas amostras de tecidos sadios ¢ cancerosos de doadores alemaes e
portugueses. Os elementos determinados nesse estudo das amostras dos individuos
portugueses foram: P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn e Cr, enquanto que nos alemaes foram: P, S,

K, Ca, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Sr, Rbe 1.

Atualmente uma das técnicas modernas mais utilizadas para andlise por
fluorescéncia de raios X ¢ utilizacao de luz Sincrotron. A construgdo de Laboratérios de
Luz Sincrotron em todo mundo possibilitou uma grande variedade de aplicacdes em
diferentes campos, tais como: ciéncias dos materiais, cristalografia, micro-
espectroscopia, difracdo de raios X, fluorescéncia de raios X e muitos outros. (MELO

JUNIOR, 2007).

Diversos trabalhos (CHEVALLIER, 1996, CARVALHO et al, 2001;
YUYING, 2001; CANELAS et al, 2006; SERPA, 2006; BORGES et al, 2007) destacam
a grande variedade de aplicagdes do uso da SR-TXRF (Total Reflection X Ray
Fluorescence using Synchrotron Radiation) no campo da medicina, uma vez que o
conhecimento da concentracdo de elementos trago em tecidos ¢ de grande importancia,

porque esses elementos estdo envolvidos em muitas fungdes bioldgicas.

1.4 - OBJETIVO

O presente estudo ndo se propde a descoberta de um novo método de
diagnéstico em hematologia nem a substitui¢do de praticas nessa area, entretanto

pretende-se contribuir positivamente com avangos em tais setores.

Os possiveis efeitos do processo de irradiagdo, no intervalo de dose geralmente
usado em amostras humanas de sangue total, matriz celular e plasma para fins
transfusionais serdo avaliados a nivel molecular e elementar. Os resultados também
serdo avaliados considerando a idade do doador. A fim de avaliar o efeito da irradiacao,

amostras de controle (ndo-irradiadas) também serdo caracterizadas.

A avaliagdo dose-efeito sera realizada a nivel molecular através dos perfis de

espalhamento caracteristicos das amostras estudadas. Para tanto, parametros de



caracterizacdo desses perfis serdo introduzidos (DESOUKY, 2001; FILGUEIRAS,
2006). Os valores médios encontrados para esses parametros serdo avaliados

estatisticamente para todas as amostras e doses em func¢ao da idade do doador.

A nivel elementar, as possiveis varia¢des nas concentragdes dos elementos Ca,
K, Fe e Zn serdo avaliadas em func¢do da dose usando a andlise quantitativa dos

espectros multielementares obtidos por a SR-TXRF.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo geral realizar a caracterizagao de
amostras de ST, MC e PL de modo a complementar os trabalhos iniciados por
FILGUEIRAS (2006) e MOTA (2008) criando um banco de dados de parametros de
caracterizagcdo de perfis de LAXS com alto nivel de significancia. Pretende-se ainda
usar esses dados para avaliar as possiveis variagdes na estrutura molecular de amostras
ST, MC e PL submetidas a irradiacao de altas doses (15 Gy a 30 Gy) em func¢do da
idade do doador.

Além disso, pretende-se realizar a quantificagdo das concentragdes elementares
de K, Ca, Fe e Zn em amostras de controle de ST, MC e PL e avaliar as possiveis

variagdes em fun¢do do aumento de dose.

No proximo capitulo serdo apresentados os fundamentos tedricos necessarios
para o bom entendimento desse trabalho. No terceiro capitulo, a metodologia utilizada
para alcangar os objetivos propostos serd apresentada. Os resultados serdo apresentados
e discutidos no quarto capitulo. As consideragdes finais, conclusdes e sugestdes para

trabalhos futuros estardo no capitulo V.



CAPITULO Il - FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 -SANGUE

O sistema circulatorio constitui-se de trés componentes inter-relacionados: o
sangue, o coracao e os vasos sanguineos. O sangue € o unico tecido conjuntivo liquido e
tem trés fungdes gerais: transporte, regulagdo e protecao. O sangue ¢ constituido por trés
diferentes linhagens celulares: globulos vermelhos (eritrocitos ou hemaécias); globulos
brancos (leucécitos) e as plaquetas (trombodcitos). O sangue circula continuamente
através de uma rede complexa de tubos — os vasos sanguineos - transportando produtos
de um 6rgdo para outro, a figura 2.1 mostra um vaso sanguineo ¢ as diferentes linhagens

celulares.

Revestimento de Plaquetas Plasma
viaso sanguineo

Glabulos Glabulos
brancos vermelhos

Figura 2. 1 - Vaso sanguineo ¢ as diferentes linhagens celulares (ZAGO et al, 2005).

Os gloébulos vermelhos ou eritrocitos sdao as células mais numerosas do sangue.
Sdo anucleadas (sem nucleo) e tém a forma de disco biconcavo (pouco espessas no
centro), o que lhes permite uma maior elasticidade conseguindo assim passar pelos
capilares mais estreitos. Na sua constitui¢do encontra-se um pigmento vermelho — a
hemoglobina —que da a cor ao sangue. A hemoglobina é uma proteina que contém ferro
(¢ o ferro que confere a hemoglobina a capacidade de transportar oxigénio). Os

eritrocitos tém como fungdes, o transporte de oxigénio dos pulmdes para todas as



células e tecidos do organismo, onde o trocam por dioxido de carbono (ZAGO et al,
2005).

Os globulos brancos ou leucocitos sdo as células sanguineas de maiores
dimensdes e as uUnicas que possuem nucleo (de diferentes formas). Sdo menos
numerosas do que os eritrocitos € consoante a presenca ou auséncia de granulagdes no
citoplasma designam-se, nomeadamente, granulocitos e agranuldcitos. Tém como
fungdo proteger o organismo contra certos microrganismos e agentes estranhos (ZAGO,

et al, 2005).

As plaquetas ou trombocitos sdo fragmentos de células, sendo por isso os
constituintes menores do sangue, com aproximadamente um quarto do tamanho dos
globulos vermelhos. As plaquetas intervém no processo de coagulagdo do sangue, que
ocorre sempre que os vasos sanguineos ou um tecido for danificado (OLIVEIRA,1991).
A tabela 2.1 mostra resumidamente os elementos celulares que constituem o sangue e

suas caracteristicas e a figura 2.2 ilustra a linhagem celular que constitue o sangue.

Tabela 2. 1 - Linhagem celular que constituem o sangue (ZAGO, 2005).

NOME CARACTERISTICAS

Forma discoidal, bicdncavo, repleta de
Eritrdcitos (glébulos vermelhos) hemoglobina, transporta oxigénio para os
tecidos.

Forma esférica, nucleo tri lobulado;

Neutroéfilo . -
fagocitam bactérias e corpos estranhos.

Forma esférica, ndcleo bi lobulado;
participam das reacGes alérgicas,
produzindo histamina.

Eosinoéfilo
Granulosos (acidofilo)

Forma esférica, nucleo irregular. Acredita-
Leucdcitos Basofilo | se que também participam de processos
(glébulos alérgicos; produzem histamina e heparina.

brancos) Forma esférica, nacleo também esférico;
Linfécitos | participam dos processos de defesa

(BeT) | imunitaria, produzindo e regulando a
Agranulosos producdo de anticorpos.

Forma esférica, nucleo oval ou reniforme,
Mondcito | originam macrofagos e osteocclastos, células
especializadas em fagocitar.

Forma irregular, sem nucleo, participam dos

Plaquetas (trombocitos) processos de coagulacéo do sangue.
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Figura 2.2 - Linhagem celular (TORTORA, 2006)

Através da circulacdo sangiiinea, as células do organismo, em todos os tecidos,
recebem sua alimentacdo representada por componentes de proteinas, agucar, gordura,
dgua e sais minerais. Também ¢é o sangue que, retornando dos tecidos, conduz o gas
carbonico e os residuos das células do corpo, eliminando-as por meio da respiracao, do
suor, da urina e das fezes. O oxigénio ¢ levado as células pelo sangue, através das
moléculas de hemoglobina existentes nos globulos vermelhos. Além disso, praticamente
todo o sistema de defesa do organismo contra doencas e os ataques de germes
patogénicos estd concentrado no sangue. O controle da temperatura do corpo, o
equilibrio da distribuicdo de dgua e o processo de absorcao celular também estao

diretamente ligados ao sangue (OLIVEIRA, 1991).

2.1.1 - COMPONENTES DO SANGUE

O sangue ¢ um fluido mais denso ¢ mais viscoso que a agua. Sua temperatura ¢
aproximadamente de 38°C e seu pH ¢ levemente alcalino, variando de 7,35 a 7,45. O
sangue constitui cerca de 8% do peso corporal total. O sangue total se caracteriza como
o sangue coletado de um doador misturado com a solugdo preservativa e anticoagulante
(BORDIN et al, 2007). O sangue total ¢ composto por duas porgdes: os elementos

figurados e o plasma sanguineo como mostra a figura 2.3.
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Figura 2. 3 -Componentes do sangue.

Os elementos figurados sdo as células e os fragmentos celulares, eritrocitos ou
hemécias (globulos vermelhos), leucdcitos (globulos brancos) e as plaquetas
apresentados anteriormente na tabela 1. As células constituem de 30 a 55% do volume
do sangue. A fracdo de células no sangue ¢ denominada hematocrito. O plasma ¢
composto primariamente de agua, com aproximadamente 7% de proteinas e 2% de
carboidratos e lipideos. As substancias nutrientes dissolvidas no plasma incluem
glicose, aminoacidos, lipideos e algumas vitaminas. Os metabdlitos incluem uréia
nitrogenada, creatinina, acido urico e bilirrubina. Muitos hormonios também estdo

presentes em quantidades pequenas, porém significativas (TORTORA, 2006).

O plasma ¢ o liquido que fica sobre a camada de células resultante da
centrifugacdo do sangue total quando coletado em tubos contendo anticoagulante. Ja o
soro ¢ obtido a partir da centrifugacdo do sangue em tubos que ndo contém
anticoagulantes. Por definicdo, ele ¢ destituido do fator de coagulacdo, mas ¢
enriquecido com componentes celulares das plaquetas e produtos metabolicos.
Basicamente, a diferenca entre plasma e soro reside no fato de que o primeiro contém,
além das proteinas do soro, fibrinogénio, fibrina e fatores de coagulagdo (LEITAO,

2005). Globulina, albumina e fibrinogénio sdo proteinas geralmente encontradas no
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plasma. Globulina e albumina sdo importantes na resposta imune do organismo. O

fibrinogénio ¢ importante no processo de coagulacdo sangiiinea.

2.1.2 - FUNCAO DE ALGUNS ELEMENTOS NO ORGANISMO E OS EFEITOS
DEVIDO AO AUMENTO OU REDUCAO EM SUAS CONCENTRACOES.

Existe uma série de elementos quimicos que sdo considerados essenciais para a
vida humana e a andlise quantitativa desses elementos quimicos tem um papel
importante na area biomédica uma vez que a alteragdo em suas concentragdes acarreta

uma interferéncia no metabolismo dos seres humanos (SALGADO, 2000).

2.1.2.1 - CALCIO (Ca).

O célcio possui como funcdo o fortalecimento de ossos e dentes, atividade
muscular e permeabilidade celular. A maior parte do calcio do corpo ¢ armazenada nos
0ssos, mas ele também ¢ encontrado nas células e no sangue. O excesso pode provocar
pedra nos rins e insuficiéncia renal. Quando necessario, o céalcio desloca-se dos 0ssos
para o sangue para manter a sua concentra¢do sérica. No entanto, a mobilizacdo
excessiva do calcio dos ossos acabard provocando seu enfraquecimento, podendo levar

a osteoporose.

2.1.2.2 - POTASSIO (K).

O potassio regula o balanco dos fluidos corporeos, atua em contragdes
musculares e impulsos nervosos. Varios mecanismos atuam em conjunto para manter o

equilibrio hidrico do organismo.

Embora o sédio seja o mineral mais diretamente relacionado com a hipertensao,
sabe-se hoje que outros minerais podem também interferir nos niveis de pressdo. Ha
fortes indicios de que os niveis de potdssio também sejam muito importantes ja que

protegem contra o aumento da pressao e o acidente vascular cerebral.

A hipocalemia ¢é a concentracdo sérica baixa de potassio. Os rins normais

conservam o potassio de uma forma extremamente eficaz. Desta forma, a diminui¢do da
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concentragdo sérica de potassio, geralmente, indica que os rins nao estdo funcionando
de forma regular ou que houve uma perda excessiva de potassio através do trato

gastrointestinal decorrente de vomito, diarréia, uso cronico de laxante ou da presenca de

polipos no célon (SALGADO, 2000).

2.1.2.3 - FERRO (Fe).

Componente da hemoglobina e complexos enzimaticos necessarios a geracao de
energia € ao sistema imunologico. O ferro presente no organismo ¢ muito importante
para o seu bom funcionamento. No entanto, quando em excesso, ele se torna prejudicial,
sendo o figado o seu principal deposito. O excesso de ferro no organismo ¢ comum em
pacientes que fazem transfusdes regulares de sangue, como os que sofrem de anemia
cronica e pacientes com hemocromatose. A anemia ¢ uma manifestacdo tardia e
insidiosa da caréncia que surge quando as reservas organicas esgotam-se em virtude do
balanco negativo. Além disso, existe manifestacdo no sistema nervoso. A deficiéncia de
ferro ocasiona uma diminui¢do das defesas imunitarias e, portanto, de um lado, uma
menor resisténcia as infecgdes, e de outro, um risco adicional de cancer por esta menor

resisténcia, além de alteracdo das estruturas epiteliais (SALGADO, 2000).

2.1.2.4 - ZINCO (Zn).

O zinco esta presente em todos os tecidos, principalmente em ossos, musculos e
pele, atua no sistema imunoldgico, regula o crescimento corporeo, protege o figado. O
aumento em sua concentragdo provoca anemia, febre e distirbios do sistema nervoso
central como pode ocorrer em pacientes sofrendo hemodialise. Entre os efeitos da
deficiéncia de zinco se destaca a redug¢do da funcdo imune. Esta situagdo ¢ proveniente
de uma reduc¢do do ntimero total de leucdcitos, principalmente linfocitos, tornando os

individuos que padecem da deficiéncia de zinco mais sujeitos a agdo de diversos

patogenos, além de ter um periodo de recuperagdao mais longo (SALGADO, 2000).

2.1.2.5 - COBRE (Cu).

O cobre atua em enzimas oxidantes no metabolismo energético, ¢ ativo na
sintese de hemoglobina, queratizagdo e pigmentagdo de pele e cabelo. O excesso

danifica o figado e causa envenenamento (UNFER, 2006).
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2.1.2.6 - ESTRONCIO (Sr).

O estroncio, o calcio e o magnésio (Mg) formam cations divalentes nos fluidos
biologicos e tem diversos graus de ligacao a proteinas plasmaticas, observando-se que o
Sr e o Ca competem pela ligagao as proteinas no soro ou no plasma e compartilham de
propriedades quimicas e fisiologicas similares. Nao ha relatos de toxicidade por

superdose de Sr em humanos (UNFER, 2006).

2.2 - UMA BREVE HISTORIA DA HEMOTERAPIA.

2.2.1 - PRINCIPAIS ACONTECIMENTOS.

Hemoterapia ¢ o emprego terap€utico do sangue, que pode ser transfundido
como sangue total ou como um de seus componentes (hemocomponentes) e derivados

(hemoderivados). Os hemocomponentes, obtidos através de processos fisicos, sdo:

. Concentrado de hemacias, plasma fresco congelado,

. Concentrado de plaquetas e crioprecipitado.

J& os hemoderivados sdo fabricados através da industrializagdo do plasma:

e  Albumina, Imunoglobulinas
. Fatores da coagulacdo (Fator VII, Fator VIII, Fator IX, além dos

complexos protombinicos).

A transfusdo de sangue teve dois periodos: um empirico, que vai até 1900, e
outro cientifico, de 1900 em diante. No Brasil, em 1879, um relato discutia se a melhor
transfusdo seria com sangue de animais para humanos ou entre seres humanos. Na era
cientifica, os pioneiros da hemoterapia foram cirurgides do Rio de Janeiro. Por volta de
1920 surgem os primeiros servicos organizados e de constituicdo bastante simples.
Destaca-se, nos anos 40, no Rio de Janeiro, o STS (Servico de Transfusdo de Sangue)
por ter, além da conotagdo assistencial, atividades cientificas. No final desta década, é
promovido o I Congresso Paulista de Hemoterapia, que forneceu as bases para a

fundagdo da Sociedade Brasileira de Hematologia ¢ Hemoterapia (SBHH), em 1950.
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Em 1965 cria-se, por iniciativa do Ministério da Satde, a Comissdo Nacional de
Hemoterapia, estabelecendo normas para a protecdo dos doadores e receptores de
sangue. Mesmo assim, chegamos em 1979 com um sistema desorganizado e desigual na

qualidade dos servigos prestados (JUNQUEIRA et al., 2005)

Nos anos 80, a criagdo da Politica Nacional do Sangue, a campanha da doagao
altruista de sangue da SBHH e a Constituicio de 1980 deram outra dimensdo a
hemoterapia brasileira. Chegamos entdo ao contemporaneo onde a desastrosa ocorréncia
da AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) em pacientes transfundidos obrigou
a novos conceitos e cuidados. Além disso, outros fatos importantes contribuiram para a
hemoterapia no Pais, como o conceito da hemoterapia clinica, fatores economicos,
desenvolvimento da genética molecular e biotecnologia, a terapia celular, a renovagdo
de equipamentos, a automagdo e computacao, os sistemas da qualidade e o interesse do

hemoterapeuta por areas cientificas de ponta (JUNQUEIRA et al., 2005)

A prética transfusional no Brasil continua evoluindo como ocorre em outros
paises do mundo. A tabela 2.2 resume os principais acontecimentos que marcaram a

evolugdo na pratica da transfusao de sangue no Brasil.
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Tabela 2. 2 - Historia da hemoterapia no Brasil (JUNQUEIRA et al., 2005)

Ano

Acontecimentos

1879

A Tese de DSc de José V. Marcones descreve experiéncias empiricas realizada
onde se discute se a melhor transfuséo seria a do animal para 0 homem ou
entre seres humanos. Essa tese também descreve detalhadamente a reacéo

hemolitica aguda.

1900

Karl Landsteiner descobriu 0s grupos sanguineos

1900

Prof® Garcez Frées, na Bahia, realizou a primeira transfusao de sangue
usando o aparelho de agote improvisado por ele transfundido 120ml de
sangue.

1916

A Tese de Isaura Leitdo relata o caso ocorrido anteriormente na Bahia e
acrescentou mais outros casos semelhantes.

Pouco
depois

Criacao de servicos especializados e o surgimento de organizagdes simples
contando com um médico transfusionista e de um corpo de doadores
universais). A utilizacao da seringa de Jubé.

Anos 40.

Surgimento de varios servigos de transfusdo e cria¢ao do servigo de transfusédo
no Rio de Jaineiro, Juiz de Fora, Salvador e em Recife.

1950

Consolidacao das especialidades de Hematologia e Hemoterapia
Criacdo da Sociedade Brasileira de Hemoterapia e Hematologia (SBHH).

1980

Presidente da SBHH , Celso Carlos de Campos Guerra estimulou e liderou
diversos colegas em uma cruzada por todo o pais para o fim da doagéo
remunareada.Culminou na extin¢do da doacé@o remunerada de sangue no
Brasil.

2002

O artigo 199 da Constituicdo aprovada em 1988 estabeleceu que a assisténcia
a saude € livre a iniciativa privada, e no seu paragrafo 4 diz que a lei dispora
sobre as condicGes e 0s requisitos que facilitem a remogdo dos drgdos, tecidos
e 206 substancias humanas para fins de transplante, pesquisa e tratamento,
bem como a coleta, processamento e transfusdo de sangue e seus
componentes, vedado todo tipo de comercializagdo. Porém apenas em 2002, a
regulamentacgéo legal deste artigo, apresentada por Sergio Arouca, foi
aprovada com a proibicdo da doagdo gratificada de sangue, conceituando a
remuneracao dos servigos através da cobertura de custos de processamento.

Atualmente

A nova fronteira apresentada a hemoterapia relaciona-se a tudo aquilo que a
medicina considera hoje como ciéncia de ponta, como a biologia molecular, a
engenharia genética e terapia celular.

A hemoterapia moderna baseia-se no uso seletivo dos componentes do sangue.

A utilizagdo correta dos diversos hemocomponentes, associada a um maior controle de

qualidade nas diversas etapas desde a coleta at¢é o fracionamento, tem tornado a

hemoterapia mais segura e hoje muitos pacientes sdo beneficiados com hemoderivados

em uma unica doagao.
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Na atualidade, avangos tém sido alcangados no tratamento de infecgdes graves

em recém-natos e pacientes imunodeprimidos com transfusdes de concentrado de

leucdcitos. Na tabela a 2.3 s@o descritos de forma sucinta as principais indica¢des do

uso do sangue e seus hemocomponentes para fins transfusionais (RAZOUK et al,2004).

Tabela 2. 3 - Os hemocomponentes ¢ suas indicagdes (RAZOUK et al,2004)

leucdcitos; plaguetas

Componente/Produto Composicao Volume (ml) IndicacOes
Aumento da massa
eritrocitaria e do volume
Sangue Total Hemacias; plasma; 500 plasmatico (os leucdcitos e as

plaquetas séo ndo funcionais).
Plasma deficiente em fatores
labeis da coagulacao.

Concentrado de

Hemacias; pequeno

Aumento do hematdcrito em
anemias sintomaticas (0s

liofilizados

18

Hemacias VO",’”?G d? plasma; 250 leucdcitos e plaguetas sdo ndo
leucdcitos: plaquetas A
funcionais)
Hemacias; auséncia de Aumento da massa
Concentrado de plasma e nimero de 180 eritrocitaria com reducdo dos
Hemécias lavadas leucocitos menor que riscos de reacdes alérgicas a
5x108 proteinas plasmaticas
Concentrado de Tratamento ou prevencgao de
laguetas randémicas _plaquetas, valor 50 sangramentos devido a
P . estimado de 0,5x1010 . .
(convencional) trombocitopenias
P_Iaquetas, valor Sangramentos devido a
estimado entre 2,8 e ; .
Concentrado de ; ) trombocitopenias nas
; 3,2x 1011; plasma; 300 . .
Plaquetas por aférese L . - trombocitopatias ou
hemacias e leucocitos RN
) - tratamento quimioterapico.
em quantidade minimas
Plasma; todos os fatores
Plasma Fresco da coagulagao; Tratamento de coagulopatias
i 220 )
Congelado complementos; isento de e queimados.
plaquetas
Albumina Albumina; f_rac;oes de 50 Egpan'sao_ de volume _
globulinas plasmatico; Hipoalbuminemia
Fator VIII e Fator 1X Fator VIII e Fator IX 25 Hemofilia A e hemofilia B




2.2.2 - APRATICA TRANSFUSIONAL.

O sangue, produto humano insubstituivel, ¢ utilizado em diversas situagdes e
doengas. Pesquisas realizadas na Europa mostram que 5% da populacdo sdo doadores e
o fazem de forma regular e sistematica, entretanto, a cultura brasileira tem se mostrado
adversa a doacdo voluntéria e espontanea em decorréncia de mitos e tabus socialmente
arraigados. Devido em parte a esses fatores, a quantidade de doadores de sangue no
Brasil ¢ de apenas 2% da populacdo, sendo que deste quantitativo apenas 25% sao
doadores espontidneos e habituais. A grande maioria dos doadores ¢ composta por
homens com idade a partir dos 30 anos, pertencentes a classe econdmica baixa, que
doam uma vez por ano para repor o sangue utilizado por parente ou amigo. A busca por
doadores tem se constituido uma preocupacdo constante das autoridades sanitarias

(ARARIPE, 2006).

O sangue doado, portanto, depende do desprendimento do doador, que deve
estar consciente de que o ato da doagdo de sangue ndo pode prejudicar sua saude, bem

como a do receptor desse sangue.

Poderdo ser doadores de sangue ou hemocomponentes pessoas com idades entre
18 e 65 anos de idade. Os doadores ndo incluidos entre estes limites, para sua aceitagao,
deverao ser previamente avaliados por um médico hemoterapeuta e, no caso de menores
de 18 anos, se exigira uma autorizagdo escrita do responsavel legal. (BRASIL, 1999;

BRASIL, 2004)

Todo candidato a doar sangue com fins transfusionais deverd dar previamente o
consentimento escrito a doacdo. A seguranca de uma transfusdo de sangue depende de
certos fatores, existindo assim legislacdes de referéncias sobre a transfusdo de sangue
no pais (MOURA et al, 2006). A tabela 2.4 sumariza algumas legislacdes referentes a

tal pratica .
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Tabela 2. 4 - Legislagao Brasileira sobre transfusdo de sangue (MOURA et al 2006).

Legislacéo de Referéncia

DispGe sobre doacéo voluntéria de sangue. Sera

Lei n.° 1.075/MS, de 27 con5|gna,dz_;1 com louvor na folha de servigo de militar, de
funcionario publico civil ou de servidor de autarquia, a
de marco de 1950 —- DOU ~ L i .
doacdo voluntaria de sangue, feita a banco mantido por
de 27/3/1950 : : )
organismo de servico estatal ou paraestatal, devidamente

comprovada por atestado oficial da instituicao.

Decreto n.° 53.988, de 30 - . . L.
de junho de 1964 Institui o Dia Nacional do Doador Voluntario de Sangue.

Estabelece a obrigatoriedade do cadastramento dos
doadores de sangue, bem como a realizagdo de exames
laboratoriais no sangue coletado, visando a prevenir a

propagacao de doencas

Decreto n.° 95.721, de 11

de fevereiro de 1988.

Regulamenta a Lei n.°

7.649, de 25 de janeiro
de 1988

Lei n.° 10.205, de 21 de _ Regu[amenta_a co~leta, processamento, estocagem,
marco de 2001 distribuicéo e aplicagdo do sangue e seus hemoderivados e
¢ da outras providéncias.

Aprova o Regulamento Técnico com a finalidade de obter
plasma fresco congelado (PFC), de qualidade, seja para
fins transfusionais seja para a producéo de
hemoderivados.

A sub-rede de laboratdrios do Programa Nacional de DST

e Aids, no que concerne ao diagndstico laboratorial da
Portaria n.2 59, de 28 de | inf,ec_géo p,elo_ HIV, serdo compostas por todos 0s

janeiro de 2003 aboratorlos,, publlcos e convenla}dos ao S_US, que rea_lllzam

testes soroldgicos para a detecgdo de anticorpos anti-HIV

e de antigenos do HIV, organizados hierarquicamente, de

acordo com a esfera de gestao do SUS a qual pertencem.

Resolugdo - RDC n.° 24,
de 24 de janeiro de 2002

Resolucéo - RDC n.° 190, Determina Normas Técnicas para o funcionamento dos
de 18 de julho de 2003 bancos de sangue de corddo umbilical e placentério.
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Considerando a necessidade de constante aperfeigoamento das agdes de controle
sanitario na area de medicina transfusional; o Ministro de Estado da Saude, no uso de
suas atribuigdes, publicou a PORTARIA GM N° 1.136, de 09 de setembro de 1999,
(BRASIL, 1999), onde ¢ descrito o perfil dos doadores e os procedimentos que devem
ser realizados tanto para a recepg¢dao como para a doacdo de sangue. Atualmente em
vigor encontra-se a Resolucdo - RDC n° 153, de 14 de junho de 2004, (BRASIL, 2004),
que determina o regulamento técnico para os procedimentos hemoterapicos. Essa
resolugdo revoga as resolucdes anteriores RDC n° 343, de 13 de dezembro de 2002 e a

RDC n° 190, de 18 de julho de 2003.

Dependendo do motivo da transfusdo, o médico pode prescrever sangue total ou
um hemocomponente como, por exemplo, eritrocitos, plaquetas, fatores da coagulacao
sangiiinea, plasma fresco congelado ou leucocitos. Sempre que possivel, é realizada a
transfusdo apenas do hemocomponente que suprirda a necessidade especifica do
paciente, e ndo de sangue total. O sangue total, como ¢ conhecido a unidade de sangue
antes de ser fracionada, ndo encontra hoje quase nenhuma indicag@o clinica onde ndo

possa ser substituida com eficacia por seus componentes.

A razdo para isto estd no fato de que conseguimos conservar melhor os
hemocomponentes isoladamente. Em uma bolsa de sangue total conservada
adequadamente, pouco restard da atividade funcional transcorridas poucas horas.
Separadas, quando fracionadas em sistema fechado e em bolsas apropriadas, podemos
armazenar plaquetas por 3 a 5 dias. Concentrados de heméceas em conservante

adequado pode ser armazenado por até 42 dias (BORDIN et al, 2007).

Os hemocomponentes liberados para o consumo somente poderdao ser
transfundidos quando devidamente prescritos por médico e apds a realizacdo dos
exames pré-transfusionais pelo servico de hemoterapia responsavel. Tais exames tém o
objetivo basico de garantir a compatibilidade sangiiinea entre o doador e o receptor
(BRASIL, 1998). Desse modo, as seguintes etapas mostrada na figura 2.4 deverdo ser

seguidas pelo servigo de hemoterapia sempre que seja indicada uma transfusao.
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. Doador

Sangue

Amostras

Procedimentos
Complementar

INAPTO

Plasma para
indUstria  de
hemoderivados

1 1 1

Testes Exames
L Processamento L
sorologicos Imunohematoldgicos
Armazenamento
Temporario
(Quarentena)

Producéo de

Hemocomponentes _
Hemoderivados

liberados

Descarte AO
da bolsa L

\/—
VT Armazenamento do Preparo da

Il Flece hemocomponente liberado ™ transfusio [ Transfuséo

Aliquotagem

Figura 2.4 - Esquema de captacdo de doadores de sangue até a transfusao.
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2.3- ADOENCA DO ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO (DECH)

A doenga de enxerto contra hospedeiro (DECH) passa a ser a principal
preocupagao apds o transplante de medula 6ssea (TMO), de 6rgaos solidos, em praticas
transfusionais de sangue total, de hemacias e em alguns casos associados a transfusdes
de concentrados de plaquetas, plasma e granulécitos. A DECH é uma complicagdo que
afeta principalmente os individuos cujo sistema imune encontra-se comprometido.
Nessa reacdo, os tecidos do receptor (hospedeiro) sdo atacados pelos leucocitos do
doador (enxerto). Assim, a DECH associada a transfusdo tem causado uma
preocupagdo, cada vez maior, referente as praticas atuais de transfusdo em pacientes
imunodeficientes e imunossuprimidos devido a alta taxa de mortalidade

(VISENTAINER, 2003).

Como o tratamento contra a DECH ¢ quase sempre ineficiente, o gerenciamento
deste distirbio precisa focalizar a prevengao para minimizar o risco de se desenvolver a
doencga. A prevengdo visa a reducdo ou desativacao dos linfocitos transfundidos ao
doador. Os métodos atualmente disponiveis nos bancos de sangue para remover
fisicamente os linfocitos T (lavagem ou filtragem) ndo sdo eficazes contra a DECH. A
desativagdo dos linfocitos transfundidos por meio do uso da radiagdo dos componentes

do sangue continua sendo o método mais eficiente para sua prevencao (GOES, 1999).

A DECH pode ser dividida em duas formas, baseadas no tempo de ocorréncia e
nas manifestacdes clinicas. A forma aguda ocorre de dois a trés meses apds o
transplante e/ou a transfusdo, enquanto a forma cronica manifesta-se mais tarde, 3 a 6
meses apds o transplante e /ou transfusdo. A DECH aguda pode ser classificada de
acordo com as manifesta¢des clinicas em graus I, II, III e IV, porém a linha divisoria
entre as formas aguda e cronica nem sempre ¢ bem definida. Dermatite, hepatite e
enterite sao manifestacdes clinicas que caracterizam a DECH aguda (VISENTAINER,
2003 ; SILVA, 2005).

A irradiagdo de hemocomponentes com raios gama € o unico método atualmente

aceito para prevenir a DECH associada a transfusdo. A Portaria GM N° 1.136 do
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Ministério da Saude recomenda uma dose central de 25Gy e uma dose minima de 15Gy
em qualquer ponto das unidades irradiadas para diminuir em 90% as respostas de
linfécitos a mitose, sem comprometer a fun¢do de outras células do sangue.
(BRASIL,1999). A Resolucao - RDC n° 153, de 14 de junho de 2004 recomenda o valor
dose de irradiagao administrada de 25 Gy sobre o plano médio da unidade irradiada. As
unidades irradiadas devem ser adequadamente rotuladas e identificadas, e o processo de

irradiacdo deve ser validado periodicamente. (BRASIL, 2004)

Os equipamentos de telecobaltoterapia, ao contrario dos irradiadores especificos
ndo sao projetados para irradiarem sangue, sendo entdo necessario um tempo mais
longo de exposicao para a liberacdo da dose minima necessaria. Dependendo da taxa de
dose da fonte e da dose preconizada, o tempo de exposi¢ao podera estender-se além de
30 minutos. Nesse caso, os componentes celulares do sangue ficam expostos a
temperatura ambiente da sala de telecobaltoterapia (algo em torno de 20 a 24°C).
Recentemente ha um crescente interesse sobre os efeitos da radiacao sobre as células do
sangue. Certos efeitos biologicos tém mostrado que dependem além da dose, da energia,

da taxa de dose e do fracionamento da dose (GOES, 1999).

JACOBS (1998) e IAEA (1997) descrevem alguns efeitos da radiacdo ionizante

no sangue ¢ em alguns hemocomponentes como serdo mostrados a seguir:

e LEUCOCITOS:

1. Doses de 90Gy de raios X causam a diminuicdo de 30% do nivel de

leucocitos quando medidos no dia posterior a irradiacao.

2. Os granulécitos sdo mais resistentes a radiagio que os linfocitos. E
sugerido 20Gy para eliminar a mitose dos linfocitos e assim prevenir a DECH sem
prejudicar os ganuldcitos. Ao serem irradiados a 50Gy e estocados por 21 dias, ha
alteracdo nas fung¢des dos granulocitos devido a retencdo bacterial, havendo também

uma reducdo em 20% da producdo normal de superdxidos.

3. A inativacdo efetiva dos linfocitos dar-se-a para valores de doses de 25
Gy. O intervalo de tempo entre a irradiacdo e a transfusdo para uma dose de 50 Gy

(reducdo de 95%) pode ser de no maximo de 21 dias. Para doses baixas (5Gy) que
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causam uma queda nos niveis de ATP (Adenosine triphosphate) nos linfocitos, devem
ser usados lh apds a irradiacdo. Os linfocitos T sdo mais resistentes a raios X e

independem da sintese de DNA (Desoxyribunucleic Acid)

e ERITROCITOS:

1.  Os eritrécitos em comparacdo com outros componentes do sangue
parecem ser relativamente resistentes a irradiacdo. Foi observado que eritrdcitos
irradiados com raios X a 200Gy ndo houve alteragdo na fragilidade osmética, porém a

incubagao a 37C para 24h aumentou sua fragilidade ligeiramente.

2. Para doses de raios X no intervalo de 8,9 a 17,8Gy ndo se observam
alteragdes no metabolismo. Entretanto, para doses entre 44,5 ¢ 89 Gy observa-se um

aumento no conteudo ATP das células vermelhas.

3. Os eritrocitos irradiados com radiagdo gama com valor de dose de 35Gy
podem ser estocados por 28 dias, irradiados com 30Gy podem ser estocados a 4°C por
42 dias, irradiados com 15 Gy podem ser estocados a 4°C por 6 dias ou a -75°C por 56

dias.

4.  Os eritrocitos irradiados a 35Gy e congelados podem ser estocados por 3
a 10 meses em -80°C para transfusdo, ndo havendo diferenga entre a sobrevivéncia de
células irradiadas e ndo irradiadas. Ja naqueles irradiados a 30Gy e estocados por 14
dias foi observado um aumento na concentra¢do de potassio. Entretanto, a Food and
Drug Administration (FDA) recomenda que os eritrocitos devam ser estocados por até
28 dias.

e PLAQUETAS:

1.  As plaquetas ndo sdo apreciavelmente afetadas quando expostas a 50Gy.
Em resumo, excluindo os linfocitos, as plaquetas sustentam maior dano de irradiag@o
que outros componentes de sangue, porém a radiagdo gama tem efeitos minimos nas

propriedades das plaquetas. O periodo de estocagem das plaquetas depende da dose.
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2.5- ANTICOAGULANTE

O anticoagulante utilizado nas amostras de sangue nesse estudo foi o EDTA
(EthyleneDiamineTetrAcetic acid) . Este ¢ o anticoagulante largamente empregado em
hematologia e oferecem as vantagens de ter prego accessivel e provocar menos danos a
morfologia eritrocitaria e leucocitaria. O EDTA é um composto organico que age como
ligante polidentado, formando complexos muito estaveis com diversos ions metalicos.
Devido a isso, ¢ usado como preservante do sangue, pois inativa os ions de célcio, que
promovem a coagulacdo sanguinea. Esta habilidade de complexar e assim inativar ions
metalicos ¢ também usada como antidoto para envenenamento por chumbo. Sua
formula molecular ¢ C;oH;sN,Og e sua massa molecular é igual a 292,25 g/mol.

(CARVALHO et al, 1993)

2.6 — LIOFILIZACAO

A liofilizagdo ¢ um processo de desidratagdo baseado no fendmeno da
sublimacdo. Este processo tem as seguintes vantagens quando comparado com o

processo convencional de secagem (BOSS, 2004):

Este método de desidratagdo tem como objetivo preservar a qualidade do
produto. Um fator proeminente € a estrutura rigida proporcionada pelo congelamento da
superficie do material onde ocorre a sublimagao. Esta rigidez ¢ importante para prevenir
colapsos da matriz sélida apds a secagem. O resultado ¢ um poro que permite facil
reidratacdo quando se adiciona dgua. Outro beneficio da liofilizagdo ¢ que o processo
ocorre a baixa temperatura ¢ hd uma rapida transicdo de material hidratado para
desidratado. Outra vantagem do processo de liofilizacao ¢ o aumento da estabilidade do
produto durante a estocagem, além de poder ser armazenado e transportado a
temperatura ambiente. Se corretamente processado e mantido sob condi¢cdes adequadas,
o produto pode ser guardado por um estagio quase ilimitado de tempo enquanto mantém
suas propriedades fisico-quimicas, biologicas e organolépticas, e ainda mantém-se
disponivel a qualquer momento para imediata reconstituicdo. Além do aumento da vida

util do produto ha reducdo de peso e volume do produto liofilizado (BOSS, 2004).
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2.7. TECNICAS NUCLEARES DE MEDIDAS.

2.7.1 - INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA.

Ha vérios processos que caracterizam a interagdo da radiagdo gama ou raios X
com a matéria e estes dependem essencialmente da energia da radiagdo e do meio
material que ela atravessa. Devido ao seu carater ondulatorio, auséncia de carga e massa
de repouso, essas radiagdes podem penetrar em um material, percorrendo espessuras
antes de sofrer a primeira interagdo. Este poder de penetracao depende da probabilidade
ou seccao de choque de interagcdo para cada tipo de evento que pode absorver ou
espalhar a radiacdo incidente. A penetrabilidade dos raios X e gama sdo maiores que a
das particulas carregadas, e a probabilidade de interacdo dependem muito do valor de
sua energia. Os principais modos de interacdo, excluindo as reagdes nucleares, sdo: o
efeito fotoelétrico (toda energia ¢ transferida para um s6 elétron), o efeito Compton
(espalhamento de fotons por elétrons com troca de momento e energia - espalhamento
inelastico), efeito Rayleigh (foéton é espalhado com troca de momento, mas conservando

sua energia - espalhamento elastico) e a producao de pares (TAHUATA, 2001).

2.7.2 - ESPALHAMENTO COERENTE DE RAIOS X

A amplitude Rayleigh ¢ eldstica e coerente. Portanto, ¢ comum usar os termos
elastico e coerente como sinonimos. No espalhamento elastico ndo ha transferéncia de
energia para graus de liberdade internos do 4tomo, ou seja, no referencial do centro de
massa, as energias inicial e final do foton sdo iguais. No espalhamento Compton, a
energia do foton espalhado difere da do foton incidente, sendo assim um processo
inelastico e o efeito também ¢ incoerente por que pode se distinguir qual elétron ¢
ejetado. A radiacdo espalhada torna-se importante, na medida em que os fotons

espalhados carregam informacdes sobre a estrutura e o tipo de material espalhador.

O método utilizado neste estudo ¢ o de espalhamento coerente a baixos angulos
(LAXS), onde o foton espalhado muda sua direcdo de incidéncia mantendo a mesma
energia. Para obtermos padrdes de difracdo acentuados em cristais, as ondas espalhadas

devem interagir entre si de forma construtiva. Esse fendmeno ¢ conhecido como
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interferéncia e ocorre quando as ondas espalhadas, por planos sucessivos de atomos em
um cristal, estdo em fase, ou seja, a diferenga de caminho, entre os planos do cristal
deve ser igual a um multiplo inteiro do comprimento de onda. Essa condi¢do ¢ atendida
quando um conjunto de planos desse cristal satisfaz a equagdo de Bragg (DESOUKY et
al., 2002):

nA = 2dsenéd 2.1)

onde, N corresponde a um numero inteiro (ordem de difragdo), A ao comprimento de
onda da radiagdo incidente, d a distdncia interplanar (planos de atomos) e¢ &
corresponde ao angulo de incidéncia dos raios X medido entre o feixe incidente e os

planos cristalinos como pode ser observado na figura 2.5.

feixe incidente feixe difratado

distancia d | 05140

interplanar g I %‘xﬂ

Figura 2. 5 — Esquema do fendmeno da difracdo de raios X.
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Para obtermos padrdes de difracao, as ondas espalhadas devem interagir entre si
de forma construtiva. A difracdo de raios X ¢ uma conseqiiéncia do espalhamento e de
grande importancia na analise microestrutural. Este método fornece informagdes sobre a
natureza e os parametros do reticulado assim como detalhes a respeito das
caracteristicas internas dos materiais tais como a estrutura molecular, a densidade, o

numero atdmico e as orientagdes dos cristais.

O primérdio do estudo da difragdo dos raios X em cristais se deu com Max von
Laue, a partir de 1912, quando ele esteve discutindo aspectos da propagagdo da luz em
cristais juntamente com P. P. Ewald, que estava desenvolvendo sua tese de doutorado
sobre o assunto. Em 1912 Von Laue, utilizando a teoria eletromagnética da luz, previu
teoricamente que os raios X podiam ser difratados pelos cristais. Em 1914, Laue
montou um experimento em que o feixe de raios X incidia em um cristal, atrds da qual
era colocada uma chapa metalica como mostra a figura 2.6. Verificando o filme
radiografico, Laue observou o aparecimento de um padrao de difragdo em que os raios
X aparecem como circulos de pontos luminosos ao redor do feixe central (AMORIM,

2007).

Feixe e
difratado

Cristal

Raios X -, °

Chapa
Fotografica

Figura 2. 6 — Experimento de Laue para difra¢ao de raios X.
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Logo em seguida numa série de publicagdes da autoria dos Bragg (pai e filho),
determinou-se experimentalmente o reticulado cristalino do NaCl, KCl e KI por

difracdo de raios X (PADILHA, 2004 ).

A equagao de Bragg ¢ deduzida considerando-se o espacamento interplanar
uniforme. Se os arranjos dos 4&tomos ou o espagamento entre os planos paralelos, torna-
se irregular, os padrdes de difracdo ndo sdo bem definidos como ¢ mostrado na figura
2.7. E o que ocorre nos liquidos e materiais amorfos (vidro, borracha, material

biologico, polietileno e etc).

5500 -
=00 200 5000
0000 o 0
— = 1
5 § ooy
= e ‘@ 3s00 ]
g 5 o)
2 1000 1 £ Jooo -
% . zsun:
1o 2000 4
ol L —
0 5§ 10 15 20 25 30 35 40 45
= & & L Angulo de Espalhamento (Graus)
26 (graus) (a) (b)

Figura 2. 7 — Perfil de difrac¢do: (a) material cristalino e (b) material amorfo.

Um feixe de raios X incidindo em um cristal, em angulos variaveis, produz um
grafico chamado de difratograma (perfil de espalhamento), como foi apresentado na
figura 2.7 As intensidades sdo colocadas em fun¢do do angulo de espalhamento 20
(angulo entre a onda incidente e a onda espalhada). Esse padrao de difragdo € tnico para
cada tipo de cristal, possibilitando-se descobrir a composi¢cdo de materiais através da
difracdo de raios X. Esse processo ¢ chamado de caracterizagdo. Os instrumentos
tradicionais de medida sdo o difratdmetro (método do pd) e as cadmaras de monocristais.

(PADILHA, 2004).

Os difratometros de raios X disponiveis no mercado sdo denominados pela
geometria Bragg-Brentano como ¢ mostrado na figura 2.8, onde o gonidometro acoplado
aos acessorios de recepcdo do feixe difratado move-se com velocidade (26/passo) sobre
o eixo P e rotaciona a amostra (P) com metade desta velocidade angular (6/passo). O

raio do circulo do gonidmetro ¢ fixo, com distancias iguais entre o tubo de raios X e a
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amostra e entre a amostra ¢ a fenda de recepgdo. A partir da fonte, os raios X
atravessam a fenda de divergéncia e irradiam a amostra. Os raios difratados em

determinado angulo 20 convergem para a fenda de recep¢ao. (WILLARD et al., 1974).

~ . Sirculo do

“"{"gnniﬁmetm
,

Figura 2. 8 - Geometria Bragg-Bretano (WILLARD et al., 1974).

A difragdo de raios X comprovou a natureza ondulatoria dos raios X e a natureza
periddica dos cristais. Embora tenha sido usada para explicar o padrdo de interferéncia
de raios X espalhados por cristais, o fenomeno de difragdo de raios X tem sido usado

para estudar uma diversidade de materiais.

2.7.3 - FLUORESCENCIA DE RAIOS X

A técnica analitica de fluorescéncia de raios X (XRF) tem sido utilizada para a
avalia¢do quali-quantitativa da composi¢do quimica em varios tipos de amostras. Esta
técnica, por permitir a analise de varios elementos simultaneamente de modo rapido ¢ a
baixo custo, tem um elevado potencial de aplicagdo em vdarias areas, onde ha

necessidade de correlagdo entre os elementos essenciais ¢ tOXicos.

A andlise por XRF ¢ um método qualitativo e quantitativo multielementar

baseado na medida das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos
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elementos que constituem a amostra, quando excitada por ondas eletromagnéticas,
particulas como elétrons, protons ou ions produzidos em aceleradores de particulas,

além do processo mais utilizado que ¢ através de tubos de raios X.

Quando um atomo de uma amostra ¢ excitado, este tende a ejetar os elétrons
dos niveis interiores dos atomos e, como conseqiiéncia disto, elétrons dos niveis mais
externos realizam um salto quantico para preencher a vacancia. Cada transi¢do
eletronica constitui uma redugdo de energia para o elétron e esta energia ¢ emitida na
forma de um foton de raios X, de energia caracteristica bem definida para cada

elemento (SERPA, 2007).

Como este processo envolve niveis de energia que sdo caracteristicos de cada
elemento, a radiacdo emitida em cada transi¢cdo é também caracteristica. Desta maneira,
a energia de radia¢dao emitida pode ser diretamente empregada para a identificagdo do
elemento em questdo. Segundo SKOOG et al (2002), como a intensidade da radiagdo
emitida ¢ uma funcdo da concentragdo do elemento, a técnica também fornece

informagdes quantitativas.

Para elementos leves, os métodos de fluorescéncia de raios X ndo sdo tdo
sensiveis. As dificuldades nas medidas e detec¢ao tornam-se progressivamente maiores
quando os numeros atomicos diminuem, em parte devido a um processo que surge
competindo com o de interesse chamado emissdo Auger, que reduz a intensidade da
fluorescéncia de raios X. Algumas vezes, os raios X caracteristicos interagem com
elétrons mais externos do proprio atomo, e desse modo, ao invés de serem emitidos
raios X caracteristicos sdo emitidos elétrons, denominados elétrons Auger (JENKIN et

al, 2000).

O desenvolvimento de detectores semicondutores capazes de discriminar raios X
de energias proximas levou ao surgimento da Fluorescéncia de Raios X por Dispersao
de Energia (EDXRF), mais pratica e menos dispendiosa que a Fluorescéncia de Raios X
por Dispersao de Comprimento de Onda (WD-XRF), permitindo a determinagdo da
concentragdo de varios elementos de modo simultaneo, sem a necessidade da destrui¢ao
da amostra. E utilizada principalmente para amostras sélidas de interesse agroindustrial

e ambiental. Para amostras espessas tem a desvantagem de requerer métodos para
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corre¢dao do efeito matriz (absor¢do ou refor¢o) dos raios X caracteristicos, devido as

interacdes com os elementos que compdem a amostra (FICARIS, 2004).

Uma variante da EDXRF ¢ a técnica denominada de fluorescéncia de raios X por
Reflexdao Total (TXRF) que vem sendo bastante desenvolvida nos ultimos anos. Uma
das vantagens da TXRF ¢ que a técnica ndo requer métodos para correcdo do efeito
matriz, pois sdo utilizadas quantidades muito pequenas das amostras, as quais sdo
depositadas em um suporte, formando um filme fino (FICARIS, 2004). Utilizamos esta
técnica, nesse estudo, para calcularmos as concentragdes elementares nas amostras de

sangue irradiado.

Em contraste com a XRF convencional, onde o dngulo da radiacdo incidente esta
em torno de 45°, o 4ngulo de incidéncia na TXRF € pequeno, algo em torno de poucos
minutos. Os fundamentos tedricos da técnica de TXRF baseiam-se nos fenomenos
fisicos de refracdo e reflexdo. Um feixe de luz, ao incidir sobre uma interface entre dois
meios, com indices de refragdo diferentes, sofre reflexdo e refragdao. Quando refratado, o
feixe ira penetrar no segundo meio, enquanto o feixe refletido retornard com um angulo
igual ao angulo de incidéncia, nao penetrando no segundo meio, tem-se a reflexao total
quando um feixe de radiagdo incide em uma amostra com um angulo menor que o
angulo critico, assim a radiag@o ¢ totalmente refletida e neste caso ndo ha interacdo com
o suporte da amostra e ocorre reducio dos picos de espalhamento com uma significante

reduc¢do da radiagdo de fundo (PRANGE, 1989).

De modo resumido, pode-se afirmar que na TXRF o feixe incidente ndo
interage com o suporte, mas atravessa todo o filme fino formado pela deposicao da
amostra, tanto no sentido da incidéncia quanto na emergéncia e com isto hd grande
probabilidade de excitar os a&tomos que compdem a amostra. O suporte € uma das partes
mais importantes da instrumentacdo da TXRF porque possui duas fungdes: atuar como

um refletor e ser um suporte para a amostra.

Quartzo e Perspex sdo os mais apropriados para suporte no que diz respeito a
pureza e baixo espectro da radiacdo de fundo (PRANGE et al, 1993). Os suportes
devem ser livres de impurezas, quimicamente inertes, ndo devem produzir pico

fluorescente na regido do espectro considerado e devem refletir totalmente os raios
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incidentes. Os suportes para as amostras usados neste trabalho sdo placas retangulares

(30mm x 20mm x 2mm) feitos de lucite 10 (Perspex) (SCHMITT et al, 1987).

Algumas regras devem ser seguidas, com relagdo ao suporte de amostra, para

assegurar o uso adequado da TXRF:

e A superficie deve ser densa e uniforme.

e O material deve ser quimicamente inerte e livre de impurezas.

e Nenhum pico fluorescente do material do suporte deve ocorrer na escala de
energia considerada.

e O material deve ser resistente a transferéncia de energia através da interface,

sob condi¢des de operagao.

A TXRF vem sendo utilizada principalmente na anélise de elementos tracos
(na faixa de ng.g”") em amostras liquidas (da ordem de pL) e em amostras sélidas (pg)
precedidas por digestdo quimica (MISTRA, 2002). Para se utilizar a técnica de TXREF,
normalmente uma aliquota de 5 a 50 pl da amostra in natura ou digerida ¢ colocada no
centro do suporte de quartzo, germanio ou lucite e seca. Devido a diminuta espessura da
amostra e alta energia dos raios X normalmente utilizados na excitagdo, ndo héd a
ocorréncia do efeito de absor¢do e refor¢o na TXRF e, conseqiientemente, a corre¢ao

para o efeito matriz ndo é necessaria (NASCIMENTO FILHO, 1999).

2.7.3.1 ANALISE QUANTITATIVA

A partir do uso de filmes finos para analise, o efeito matriz, que normalmente
requer correcdes na fluorescéncia de raios X convencional, ndo ocorre na TXRF
(BOUMANS;1988, KLOCKENKAMPER et al, 1995). Utilizar a técnica do filme fino
permite um tratamento matematico simples para a andlise quantitativa, quando ¢
adicionado um padrdo interno. Os elementos a serem utilizados como padrdes internos

ndo devem ocorrer nas amostras avaliadas.
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A funcdo do padrdo interno ¢ eliminar o efeito de geometria porque o filme
fino formado sobre o suporte ndo possui geometria regular. Desta forma, a contagem
obtida na irradiacdo da amostra depende da posicdo em que esta for colocada no
suporte. Com a adi¢do do padrdo interno, o resultado obtido serd sempre em relagdo a
este padrido, ndo importando a posicdo da amostra (LADISICH,et al, 1994;
KLOCKENKAMPER et al, 1995). Normalmente tem-se utilizado os elementos Ge, Ga,

Co e Y como padrao interno.

Desse modo, a equacdo basica para analise quantitativa ¢ a relagdo entre a
intensidade fluorescente da linha caracteristica ¢ a concentragdo de um eclemento de

interesse e pode ser obtida conforme a equagdo 2.2.

I =S,C, 2.2)

Onde:

e [; —intensidade liquida de raios X da linha caracteristica K ou L do elemento 1 de
interesse (cps pg.mL'l),

e S;— sensibilidade elementar do sistema (cps.mL.pg™"),

e C;— concentraco do elemento da amostra (ug.mL™).

Através da equacdo 2.2 ¢ possivel fazer a relagdo entre a intensidade do

elemento i e o padrdo interno utilizado. Nesse estudo utilizou-se o Gélio (Ga):

2.3
I Ga SGa 'CGa @3)
I i Si
— Ce=—-C, o4
Ga Ga
Fazendo
I i
R =—-Cg, 25)
Ga
E
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i SG (2.6)

Temos:
Ri = Sgi-Ci (2.7)
Onde:

e R;=contagem relativa

e [;=intensidade do elemento i na amostra (cps);

e C;= concentracio do elemento i na amostra (ng.mL™")

e g, = intensidade do padrdo interno na amostra (cps);

e (g, = concentragio do padrdo interno na amostra (ug.mL™),

e S;=sensibilidade do sistema para o elemento i (cps.mL.ug™");

e S = sensibilidade do sistema para o padréo interno (cps.mL.pug™"),

e Sy; = sensibilidade relativa para o elemento 1 (adimensional).

Construindo-se um grafico de R; x C;, o coeficiente angular (S;) da reta
representara a sensibilidade relativa do elemento i (MELO JUNIOR,2007). Com isto,

pode-se calcular a concentracdo do elemento de interesse, utilizando-se a equagao 2.8.

Ii CGa
C :E- S (2.8)

Ri

Vale a pena ressaltar que existe uma alta correlagdo matematica entre a
sensibilidade elementar ¢ o numero atomico dos elementos. Assim, com base nas
sensibilidades elementares contidos na solu¢do padrdo multielementar, pode-se estimar
a sensibilidade para um elemento detectado na amostra padrao ¢ a seguir definir uma
sensibilidade para um elemento detectado na amostra ndo contido na solugdo padrao.

Conseqiientemente € possivel estimar a sua concentracdo na amostra de interesse.
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2.7.3.2 LIMITE DE DETECAO

Em um espectro de pulsos de raios X pode-se observar uma linha
aproximadamente continua sob os picos caracteristicos dos elementos que compde a
amostra. Esta linha decorre principalmente das interagdes das radiagdes espalhadas pela
amostra com o detector e também das proprias radiagdes caracteristicas emitidas pelos
elementos. Assim, em cada pico no espectro de pulsos hd uma area devida em parte a
intensidade dos raios X caracteristicos (denominada intensidade liquida) de um

elemento i e o background (BG) naquela regido i (NASCIMENTO FILHO, 1999).

O limite de deteccdo (LD) representa a menor quantidade (concentracao,
massa, volume, etc) que pode ser discriminada estatisticamente em relagdo ao
background de uma medida. O limite de detec¢do LD; (cps) para cada elemento i esta
diretamente relacionado com a intensidade do BG; (cps) sob o pico desse elemento

como mostra a equacao 2.9. (NASCIMENTO FILHO, 1999)

LD:3X II(B(S)>< CGa 29
t IGaSRi 29

Onde:

e [; (BG) =¢ a intensidade do background por unidade de tempo (cps);

o Ig, = ¢ a intensidade da radiacdo fluorescente relativa ao padrdo interno (cps),
Galio (Ga);

e Cg,=a concentragio do padrio interno (pg.mL™);

e Sg; = a sensibilidade relativa (adimensional) para o elemento i e t o tempo de

medida.
Normalmente, o limite de deteccdo ¢ determinado para alguns elementos e

depois por extrapolagdo (curva do limite de detecg¢dao) determina-se o limite de detecg¢ao

para os elementos de interesse.
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Os limites de detec¢do para a técnica de TXRF sdo melhores que os da

fluorescéncia convencional devido, principalmente, a trés fatores:

o Baixa intensidade do background sob os picos caracteristicos.
o O fluxo da radiacdo primaria disponivel para a excitagdo da amostra ¢
mais efetivo.

. Proximidade entre a amostra e o detector de raios X.

O limite de detecgdo para os elementos de numero atdmico abaixo de 13 (Al) ¢
afetado pelo baixo rendimento de fluorescéncia e outras limitagdes, como baixo valor
para o efeito fotoelétrico, absorcao dos raios X caracteristicos pela janela de Berilio
(Be) e pelo ar contido entre a amostra e o detector (HPGe). Trabalhando sob vacuo e
com detector sem janela de Be, alguns autores t€ém obtido limites de detec¢do de 10 ng
(0,2 ppm) para oxigénio e 800 pg (16 ppb) para magnésio utilizando SR-TXRF (MELO
JUNIOR, 2007).

2.8 - LUZ SINCROTRON

A luz Sincrotron ¢ a radiacdo eletromagnética emitida quando particulas
carregadas com velocidade relativistica sdo submetidas a aceleracdo radial. A
circulacao de corrente em anéis de armazenamento de alta energia emite feixes pulsados

de luz tipicamente polarizados.

A associagdo de luz Sincrotron a TXRF possibilita que sejam atingidos limites de
deteccdo mais baixos do que quando se utiliza um tubo de raios X de alta poténcia. As

vantagens de se utilizar este tipo de radiacdo sdo as seguintes:

e O alto brilho espectral de um feixe de Sincrotron resulta em raios X
primarios com intensidades de 3 a 5 vezes maiores que as obtidas com tubos

convencionais de raios X.

e Uma vez que a luz Sincrotron cobre uma larga faixa de energia no espectro

de raios X, torna-se altamente adequada para tunelamento de energia. Utiliza-se um
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cristal de multicamadas para a selegdo de uma faixa particular de energia, a qual pode

facilmente ser ajustada para otimizar a energia de excitacdo dos elementos desejados.

e O “background” espectral ja reduzido pela TXRF, pode ser reduzido ainda

mais devido a polarizag¢do da luz sincrotron.

O projeto de construir no Brasil uma fonte de luz Sincrotron ¢ hoje reconhecido
como vitorioso. O Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), instalado em
Campinas, como mostra a figura 2.9, ¢ o unico deste género existente no Hemisfério
Sul. Para a realizacdo desse projeto foi utilizada a Fluorescéncia de Raios X por
Reflexao Total com Radiag¢do Sincrotron (SR-TXRF), no Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS), em Campinas.

P

iy JAnel de

" g S armazenamento

s

Figura 2. 9 - Vista geral da estagdo experimental DO9B-XRF do Laboratorio Nacional

de Luz Sincrotron com a instrumentagao.

Através do desenvolvimento da SR TXRF em diferentes centros de pesquisa, foi

possivel perceber que ela possui as seguintes vantagens:

° Alta sensibilidade;

e  Pequena quantidade de amostra necessaria para a analise;
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. Aplicacdo multielementar (do Na até os elementos do final da tabela
periddica, podem ser medidos, levando em consideragdo as caracteristicas do arranjo

experimental de cada centro de pesquisa);
. Rapida obtengao de resultados;

e  Varias areas de aplicagdo: geologia, industria, medicina, etc.

2.9 - NOCOES GERAIS DE ESTATISTICA

Muito do conhecimento que a humanidade acumulou ao longo dos anos foi
adquirido através da experimentacdo. A experimentagdo, no entanto, s6 se difundiu
como técnica sistematica de pesquisa hd pouco mais de um século quando foi
formalizada através da estatistica. A estatistica ajuda a tomar decisdes com informagdes
incompletas. Nem sempre ¢ possivel compreender o significado dos dados disponiveis
por simples inspecdo de seus valores numéricos. Entretanto, o sucesso da decisdo

dependera da habilidade em compreender as informagdes contidas nesses dados.

Toda analise de dados quantitativos devem se iniciar com o calculo de estatistica
descritiva (médias e desvios padrdes) que permitem se ter a nocao do que a analise ira
revelar. A estatistica descritiva ¢ um ramo da estatistica que aplica varias das muitas
técnicas usadas para sumarizar um conjunto de dados. De certa forma estamos tentando

descrever ou sumarizar as caracteristicas dos dados que pertencem a esse conjunto.

A média e o desvio padrio descrevem a amostra, sdo, portanto estatisticas
descritivas, mas pra quem busca conhecimento cientifico, pouco importa a informagao
de que alguns individuos submetidos a certo tratamento obtiveram melhores resultados
que outros. O que interessa saber ¢ se determinado tratamento da resultado melhor. Por
isso em certas circunstancias, ¢ perfeitamente razoavel fazer inferéncia, isto ¢é, dar
informagdo para o todo com base no conhecimento de parte. Assim inferéncia estatistica
pode ser definida como o processo que consiste em utilizar os resultados de uma

amostra para tirar conclusoes gerais de uma ou mais caracteristicas de uma populagao

(CANCHO, 2004).
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Mas qual critério devera ser usado para poder afirmar que o que foi observado
na amostra pode ou ndo ser verdadeiro para toda populagdao? O critério nesses casos sdo
dados por testes estatisticos. Esses testes associardo a inferéncia determinado nivel de

significancia ou um p-valor.

2.9.1 - TESTE DE HIPOTESES

O teste de uma hipotese estatistica € talvez a area mais importante da teoria de
decisdao. Em todo problema de teste de hipdteses, duas hipoteses complementares sao
consideradas. A hipotese nula, sendo representada por Hy, pois ela expressa que ndao ha
mudanca. A outra hipotese, que serd aceita caso Hy seja rejeitada, ¢ denominada
hipdtese alternativa e ¢ denotada por H;. Sdo mutuamente excludentes, ou seja, rejeitar

Hy significa aceitar H; e vice-versa.

O procedimento de tomada de decisdo em um teste de hipoteses pode resultar em
dois tipos de conclusdes incorretas. Ao tomar uma decisdo a favor ou contra uma
hipotese existem dois tipos de erros que voc€ pode cometer. Pode-se rejeitar a hipotese
nula quando de fato ela ¢ verdadeira (erro tipo I) ou falhar em rejeitar Hy quando de fato

ela ¢ falsa (erro tipo II).

Estes dois tipos de erro estdo de tal forma relacionada que, ao reduzir-se a
probabilidade de ocorréncia de um deles, aumenta-se automaticamente a probabilidade
de ocorréncia do outro. De modo geral, controla-se apenas o erro tipo I através do nivel
de significancia (representado por o), que consiste na probabilidade maxima de
ocorréncia do erro tipo I. O grau de confianca (1 — o) expressa a confiabilidade de se ter
tomado a decisdo correta ao rejeitar-se uma hipdtese nula. A propor¢do do erro tipo II €
representada por B. O poder do teste (1 — ) € a probabilidade de rejeitar uma hipotese
nula quando esta ¢ falsa e a hipotese alternativa é correta, e decresce rapidamente

quando a hipdtese alternativa aproxima-se da hipotese nula (LAPPONI, 1997).

Uma forma de aumentar o poder do teste (ou reduzir B), mantendo-se o
constante, ¢ aumentar o tamanho amostral. Outro enfoque importante ¢ o p-value, que é
a probabilidade de observar resultados tdo extremos quanto os obtidos se a hipdtese nula

for verdadeira. A idéia ¢ que se o p-valor for grande ele fornece evidéncia de que Hy ¢
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verdadeira, enquanto que um p-valor pequeno indica que existe evidéncia nos dados
contra Hy isto ¢, maior ¢ o suporte dado a H;. As seguintes interpretagdes de p-valores

(P) podem ser uteis:

e P>0,10 = Nao existe evidéncia contra HO

e P<0,1 = Fraca evidéncia contra H

e P<0,05 = Evidéncia significativa

e P<0,01 = Evidéncia altamente significativa

e P<0,001 = Evidéncia extremamente significativa

Normalmente considera-se o valor p igual a 0,05 como o patamar para avaliar a
hipodtese nula. Se o valor p for inferior a 0,05 podemos rejeitar a hipotese nula. Em caso
contrario, nao temos evidéncia que nos permita rejeitar a hipdtese nula (o que nao
significa automaticamente que seja verdadeira). Em situacdes de maior exigéncia ¢é

usada um valor p inferior a 0,05.

2.9.2. ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)

O objetivo real do procedimento ANOVA ¢ um teste de hipdtese de médias de
duas ou mais populagdes. A comparagdo se faz por meio do teste F. A analise de
variancia ¢ uma extensdo do teste t de Student que compara apenas duas médias por
teste. O teste t pode ser dividido quando: os grupos sdo independentes (ou seja, quando
foi feito um experimento inteiramente ao acaso) ou quando os dados sdo pareados (ou
seja, quando foi feito um experimento em blocos, cada unidade tomada como um
bloco). Contudo, a ANOVA permite que o pesquisador compare qualquer nimero de
médias e sua finalidade ¢ determinar se existe uma diferenca significativa entre as

médias grupais.

Para realizar o teste ANOVA, subdivide-se a variagdo total das medidas de
resultado em duas partes, uma que pode ser atribuida as diferencas entre os grupos e
outra que decorre de variagdes inerentes aos grupos. A variagao total € representada pela
soma total dos quadrados (STQ). A variag@o entre os grupos ¢ chamada de Soma dos

quadrados entre os grupos (SQE). A variacdo dentro do grupo ¢ chamada de soma dos
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quadrados dentro dos grupos (SQD). Se cada uma dessas somas for dividida por seus
correspondentes graus de liberdade, obtém-se trés termos quadraticos de média: MTQ,

MQE e MQD que fornecem estimativas da variancia inerentes aos dados.

O teste ANOVA compara o teste F, que ¢ a razdo entre MQE e MQD, ou seja, ¢
a média dos quadrados entre os grupos divididos pela média dos quadrados dentro do
grupo, com o teste Friico que representa uma distribuicdo F com (¢ — 1) e (n — ¢) graus
de liberdade. Entdo, se F > Fuiico, rejeitar Hy que corresponde a hipotese a qual as
medias sdo iguais, caso contrario, ndo rejeitar (aceitar) Hy. No mercado existem varios
pacotes de softwares que calculam o p-valor, que ¢ a probabilidade de valor tdo grande,
ou maior que o obtido, ocorrer por puro acaso sob a hipotese de que as médias sdo
iguais. Logo basta comparar o p-valor com o nivel de significAncia estabelecido. E
sempre que o p-valor for menor que o nivel de significancia a hipotese de que as médias

sdo iguais (Ho) devera ser rejeitada (GIROLAMO, 2005 ¢ VIEIRA, 2006).

2.9.3. TESTE DE BONFERRONI

A ANOVA ¢ apenas o primeiro passo na andlise dos dados obtidos
experimentalmente. O passo seguinte consiste no exame das médias dos diferentes
grupos analisados e das diferengas entre elas. O teste de Bonferroni é um teste
estatistico usado quando se deseja realizar comparagdes multiplas de médias para

diferentes grupos, sem aumentar o erro do teste.

O teste de Bonferroni ¢ baseado nas exigéncias impostas do teste de diferenca
minima significante LSD (Least Significante Difference). Esse teste propde que quando
a avaliacdo das médias pela ANOVA indicar que existem diferengas significativas
entdo, a diferenga minima entre as médias deve ser calculada. Assim, sempre que o
valor absoluto da diferencga entre duas médias for igual ou superior a diferenga minima
significante, as médias devem ser consideradas estatisticamente diferentes ao nivel

estabelecido de significancia (VIEIRA, 2006).
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2.10. BOXPLOT

O boxplot é um tipo de representagdo grafica, em que se realgam algumas
caracteristicas da amostra, fornecendo uma idéia da posicdo central, dispersdo,

assimetria, cauda e dados discrepantes.

O conjunto dos valores da amostra compreendidos entre o 1° € o 3° quartis, que
vamos representar por Q1 e Q3, ¢ representado por um retangulo (caixa) com a mediana
indicada por uma barra vertical. A largura do retdngulo ndo d4 qualquer informagao.
Consideram-se seguidamente duas linhas que unem os meios dos lados do retangulo
com os extremos da amostra. Para obter esta representacdo, comeca por se recolher da
amostra, informagdes sobre 5 nimeros, que sdo: os 2 extremos (minimo € maximo), a
mediana ¢ o 1° ¢ 3° quartis. A posigdo central dos valores é dada pela mediana e a
dispersao d = Q3 - Q1. As posigdes relativas Q1, Me e Q3 ddo uma nocdo da simetria
da distribuicdo. Os comprimentos das caudas sdo dados pelas linhas que vado do
retangulo aos valores mais afastados que ndo sejam outliers e pelos proprios outliers. A
figura 2.10 apresenta o aspecto da representagdo do diagrama de extremos e quartis

(LEVIN, 1987).

25% dos menores 25% dos maiores
elementos 50% dos dados elementos

T s 2\ I
Extremo  1°Quartil Nediana  Média 3° Extremo
inferior Quartil superior

Figura 2. 10 — Exemplo de grafico boxplot

Existem fundamentalmente 3 caracteristicas, que nos dao idéia da simetria ou

enviesamento ¢ da sua maior ou menor concentracao: distancia entre a linha indicadora
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da mediana e os lados do retdngulo; comprimento das linhas que saem dos lados dos
retangulos e comprimento da caixa. A figura 2.11 mostra exemplos de boxplot,

correspondentes a tipos diferentes de distribuigdo de dados.

Os dados sao
assIMmeEtricos

Os dados sao
SIMEtricos

Os dados sao
assImeEtricos

Figura 2. 11 — Exemplos de bloxplot e distribuigdo de dados.
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CAPITULO lll - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MEDIDAS DE DIFRACAO DE RAIOS X

3.1.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue doadas pelo Laboratério de Analises Clinicas Dr. Eliel de
Figueiredo no Rio de Janeiro foram acondicionadas em tubos contendo o anticoagulante
EDTA. As amostras utilizadas nesse estudo foram autorizadas pelo titular, respeitando a
condicdo de que a identidade dos doadores ndo seria fornecida. Apds a coleta, as

amostras foram acondicionadas em geladeira a uma temperatura 4°C.

Neste trabalho, as amostras foram divididas em sangue total e os seguintes
hemocomponentes: plasma e elementos figurados (matriz celular). O conjunto total de
amostras (n=644) foi dividido em dois grupos em fun¢dao da idade do doador. Esses
grupos estdo assim definidos: adultos (18-65anos) e idosos (>65anos). Essa separagao
levou em consideragdo o intervalo de idades para que as pessoas possam ser candidatos
a doadores, conforme estabelece as legislagdes vigentes (BRASIL,1999; BRASIL,
2004). No grupo de adultos, a maior concentracao dos doadores estd compreendida na
faixa etaria de 40 a 65 anos. Essa distribui¢do ¢ uma boa representagdo do perfil de
possiveis doadores espontaneos e habituais. A figura 3.1 apresenta a distribui¢do de

amostras em funcao da idade dos doadores.

18 - 39 anos
12%

> 65 anos
43%

Figura 3. 1 — Distribui¢do das amostras para DRX em fun¢do da idade do doador.
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Todos os procedimentos utilizados na preparagdo das amostras serdao

apresentados a seguir, porém a figura 3.2 mostra simplificadamente todas as etapas de

' Amostras de sangue

Amostras de Amostras Irradiadas
Controle (15-30Gy)

preparacao.

Liofilizagéo
e pulverizagao

9
®
1

Tubo Adicéo do
digestor. padréo interno

Pesagem das

amostras e Qxas pif
adicdo de

HNO;

Secagem com
lampada infra-
Crieing

Recuperacéo
do volume

Figura 3. 2 - Esquema de preparac¢do das amostras.
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3.1.1.1. IRRADIACAO

ApOs essa separacdo, os grupos foram submetidos a irradiacdo em um irradiador
Gammacell 220 Excel fabricado pela Nordion do Canadd (figura 3.3) instalado no
Laboratério de Instrumentagdo Nuclear (LIN/COPPE) equipado com fonte de Cobalto
60 que emite radiacdo gama com uma atividade de 12000 Ci, estimada em dezembro de
1999 (ALMEIDA, 2006). A taxa de dose utilizada foi de aproximadamente 50Gy/min
com dose de transito de 4Gy. Para se obter as doses médias absorvidas foram feitos os
calculos em funcdo do tempo de exposi¢do necessaria levando-se em consideragdo o
decaimento da fonte de Cobalto 60 ¢ o controle de tempo realizado automaticamente

pelo proprio irradiador.

Figura 3. 3: Fonte de cobalto-60, modelo Gammacell 220 da Nordion.

As amostras foram entdo divididas em dois grandes grupos: amostras de controle
(ndo irradiadas) e irradiadas. O grupo de amostras irradiadas foi sub-dividido em fung¢ao
da dose: 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy e 30Gy. O intervalo de dose foi escolhido de acordo com
legislagdo vigente (BRASIL, 1999; BRASIL, 2004) sobre a irradiagdo de sangue. A

figura 3.4. apresenta a distribuicdo das amostras em fun¢ao da dose de irradiagdo.
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I-' Controle
[ 25%

'.‘ (n=161)
\

25 Gy 24%
(n=118)

30 Gy 18%
(n=84)

Figura 3. 4 - Distribui¢do das amostras para DRX em fun¢ao da dose.

Apos a irradiacdo, o conjunto total de amostras foi dividido em sangue total,
plasma e elementos figurados (matriz celular). Para realizar a separagdo do plasma da
matriz celular, as amostras ficaram em repouso e assim, devido a gravidade, os mais
pesados, se depositaram no fundo do tubo; enquanto que o plasma, mais leve, ficou
sobrenadante. O plasma e os elementos figurados foram retirados dos tubos por
aspiracdo utilizando uma pipeta. A distribuicdo das amostras em fun¢do dos

hemocomponentes ¢ mostrada na figura 3.5.

100%1" 7 |- A | AL
0%t 7 |- | 28%tEMllOIPlasma | gom il - -
sowt . |- (Ll . e -

[ Matriz Celular

0%t 7 . fit
60% / . 4 oaaEE T Y T | o nT1638WmE - - - - - - - - -
50% - ’ e el - - - - - — - — - - - - - - - - -
40% - ’ - B || || ||| el

30%+ PN, RN n=165

20%

10%-

Controle Irradiadas

Figura 3. 5 — Distribui¢do das amostras para DRX em fungdo dos hemocomponentes.
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3.1.1.2. LIOFILIZACAO E PULVERIZAGCAO

Em seguida as amostras de sangue total, matriz celular e plasma, devidamente
identificadas, foram colocadas em vidro de relogio e encaminhadas ao liofilizador como
mostra a figura 3.6. Todas as amostras foram liofilizadas por um periodo de 48 horas a
uma temperatura de -60°C e uma pressao de -780mmHg, no liofilizador disponivel no

Laboratorio de Instrumentagao Nuclear (LIN/COPPE).

Amostras
de sangue
sendo
liofilizada

Liofilizador

Figura 3. 6- Amostras encaminhadas para liofilizacao.

Posteriormente, ja liofilizadas, as amostras foram pulverizadas utilizando-se um
cadinho de porcelana e um pistilo. Uma vez transformada em pd, como é mostrado na
figura 3.7, as amostras foram acondicionadas em frascos apropriados ¢ mantidos em

geladeira até a realizacdo das medidas de difrac¢do de raios X.
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Figura 3. 7- Amostras de sangue pulverizadas.

3.1.2 - INSTRUMENTACAO

O difratdometro utilizado foi o XRD-6000 da Shimadzu disponivel no
Laboratorio de Instrumentagdao Nuclear (LIN/COPPE). Este equipamento ¢ composto
por trés partes principais: a unidade principal ou camara de andlise, o sistema de
processamento de resfriamento do tubo de raios X e o sistema de processamento de

dados (microcomputador e programas de operagao do equipamento).

Os perfis de difracdo foram obtidos com fendas de divergéncia e espalhamento
de 0,5° (antes e depois do porta-amostra), fenda de recep¢do de 0,15 mm antes do
cristal. Todas as medidas foram realizadas em geometria 0-20 utilizando um feixe de
raios X altamente colimado de 8,047 keV (K, Cu) com tensdo de 40,0 kV e corrente de
30,0 mA. Os perfis de difracdo foram obtidos no intervalo de 5° a 35° com passo
angular de 0,050° + 0,001° a cada 3 segundos. A intensidadade da radiagdo espalhada
foi coletada por um detector cintilador de iodeto de so6dio (Nal) com um monocromador
analisador de grafite antes do detector. Todo o sistema de aquisicao e analise de dados ¢
feito pelos programas de opera¢do dedicados do equipamento. A figura 3.8 mostra o

difratometro e seus principais componentes.
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Tubo de

raios X

Figura 3. 8 - Difratdometro XRD-6000 da Shimadzu.

A parte central dos porta-amostras possui uma depressdao em forma de circulo,
onde as amostras foram depositadas homogeneamente, sem regides preferenciais e com
a superficie plana, condi¢des essenciais para medidas de difracdo em po, como ¢é

mostrado na figura 3.9.

Figura 3. 9 - Amostras de (a) sangue total, (b) matriz celular ¢ (c¢) plasma colocadas nos

porta-amostras.
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3.1.3 - PARAMETROS DE CARACTERIZACAO

Com objetivo de caracterizar cada perfil de espalhamento das amostras de
sangue total (ST), elemento figurado (matriz celular - MC) e plasma (PL), foram
introduzidos alguns parametros de caracterizagdo obtidos a partir da andlise de cada

perfil. Esses parametros sdo:

. posi¢ao do primeiro pico (0,),

. posi¢ao do segundo pico (02),

o largura a meia altura do primeiro pico (FWHM,),
o largura a meia altura do segundo pico (FWHM,),
. razdo entre as intensidades dos picos (I;/1,)

Os valores de posi¢do dos picos foram considerados como iguais aos dos picos
centréides. Isto €, uma funcao gaussiana foi ajustada para cada pico e os valores de 0; e
0, foram selecionados de forma que a posi¢do do pico fosse simétrica. Os valores de
largura a meia altura e de area foram obtidos tracando-se uma linha de base. A

metodologia de obteng¢ao dos pardmetros esta representada na figura 3.10.

Intensidade (cps)

LA L L L B L L B B N BLE BNLEN BLEN BN B
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

N

g
o
o

Angulo de espalhamento (graus)

Figura 3. 10 - Obtengao dos parametros de caracterizagio.
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3.2 - MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE RAIOS-X POR REFLEXAO
TOTAL COM RADIACAO SINCROTRON (SR-TXRF)

3.2.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS
Apos a realizagdo das medidas de difracdo de raios X, algumas amostras foram

destinadas as medidas de SR-TXRF. A figura 3.11 mostra a distribui¢do das amostras
em funcao da dose. A figura 3.12 apresenta a distribuicao das amostras em fun¢do dos
hemocomponentes estudados. Para as medidas de SR-TXRF, ndo houve andlise em

fun¢do da idade como foi feito na difra¢ao de raios X devido ao nimero reduzido de

amostras.

,-” Controle
I 18%
k (n=33)
1
\ 25 Gy 24%
(n=37)

30 Gy 24%
(n=37)

Figura 3. 11 — Distribui¢do das amostras para SR-TXRF em fung¢ao da dose.
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Figura 3. 12 - Distribuig@o das amostras em fung¢ao dos hemocomponentes.

Devido a elevado conteido da matriz organica, amostras de sangue total
requerem a realizacdo de digestdo quimica ou pelo menos uma dilui¢do antes de serem
analisadas por TXRF (TASCH, 2000; PRANGE,1989). Segundo KLOCKENKAMPER
(1995), amostras de minerais e biomateriais podem ser submetidas a digestdo aberta ou
fechada, essas amostras sdo usualmente inseridas em tubos de vidros ou teflon e
adicionada um 4cido forte ou uma mistura de acidos onde normalmente o HNO3 ¢
escolhido e também H,O,, HF e HCI. Sendo assim, as amostras foram preparadas para
as medidas de TXRF usando-se o procedimento padrio de digestdo quimica aberta.
Todas as amostras foram preparadas em parceria com a Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP-SP), com a colaboragdo da Prof* Silvana Moreira, seguindo o

mesmo procedimento.

Primeiramente, aferiram-se as massas de todas as amostras usadas nesse
trabalho. Em cada amostra foi adicionado 6mL de acido nitrico (HNO;) e entdo
encaminhadas ao bloco digestor e mantidas a 130°C por 3h, em seguida gotas de H,O,

(peroxido de hidrogénio) foram adicionadas como mostra a figura 3.13.
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Figura 3. 13 - Amostras colocadas no tubo digestor.

Apos o periodo de digestdo, o volume das amostras digeridas foi recuperado em
um baldo volumétrico de 10 mL com 4gua deionizada que depois foi acondicionado em
tubos. ApoOs essa fase, retirou-se dos 10 mL, um volume de 500uL. da amostra e
colocou-se em tubo de eppendorf. A esse volume ¢ adicionado 50 uL. de uma solugao de
Galio (102,5 pg.mL-1) usado como padrao interno, resultando em uma concentragao de
9,32 pug.mL-1 do padrio em cada amostra. Em seguida, a solugdo final foi
homegeneizada por agitacdao e, entdo, 5 pulL desta solu¢dao foi pipetada no refletor de
lucite (Perspex). As amostras foram secas com uso de uma lampada infra-vermelha e,

finalmente, alocadas em placas de Petri para transporte.

Com o intuito de corrigir efeitos referentes a possiveis contaminagdes e verificar
a qualidade dos materiais utilizados, cinco amostras (chamadas brancos) foram
preparadas de maneira andloga as amostras de analise, contendo apenas dgua e demais
reagentes. E importante ressaltar que todos os recipientes utilizados foram previamente

lavados com detergente neutro e agua destilada, submersos em uma solugdo de HNO; a
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10% por aproximadamente 30-40 minutos e, em seguida, rinsados com 4agua deionizada

(Mili-Q).

3.2.2- INSTRUMENTACAO

As amostras foram analisadas na linha de Fluorescéncia de Raios X (XRF) no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas. A linha de XRF destina-se
a andlise da composi¢cdo quimica multielementar (Z>13) em aplicagdes cientificas de
determinagdo de elementos tracos em ciéncias ambientais, bioldgicas e materiais, perfil

de profundidade quimica de filmes finos e mapeamento quimico.

O arranjo experimental, mostrado na figura 3.14, tem a geometria disposta de
modo a propiciar a reflexdo total. O refletor ¢ fixado no porta-amostra, onde incide o
feixe de luz Sincrotron sobre a aliquota depositada, permitindo a visualizagdo dos

elementos contidos na amostra.

- "’ “‘“-"
. ‘ -
a ‘. Saida do feixe

Detector

Porta-amostra

Figura 3. 14 - Arranjo experimental.
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Todas as medidas foram realizadas em triplicata com um tempo de excitagao
igual a 100s, resultando em 300s por amostra. Os espectros de raios X obtidos foram
analisados com o auxilio do programa computacional AXIL (Analysis of X-ray spectra
by Interative Least squares fitting). Este programa faz parte do pacote Quantitative X-
ray Analysis System — QXAS, distribuido pela Agéncia Nacional de Energia Atomica
(IAEA), o mais utilizado na area de fluorescéncia de raios X (BERNASCONI, 1996).
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CAPITULO IV - RESULTADOS

4.1. DIFRACAO DE RAIOS X

4.1.1. CARACTERIZACAO DOS PERFIS DE ESPALHAMENTO

As figuras 4.1 a 4.3 mostram perfis de espalhamento tipicos obtidos para as

amostras de sangue total (ST), matriz celular (MC) e plasma (PL).

300- Sangue Total

250 1
200

150

Intensidade (cps)

100

5 10 15 20 25 30 35
Angulo de espalhamento (graus)

Figura 4. 1 - Perfil caracteristico de amostras de sangue total (ST).
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Figura 4. 2 — Perfil caracteristico das amostras de matriz celular (MC).
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Figura 4. 3 — Perfil caracteristico das amostras de plasma (PL).
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Quanto a forma, pode-se observar que os perfis de espalhamento das amostras de
sangue e seus hemocomponentes liofilizados sdo caracterizados pela presenga de dois
picos distintos. Esses perfis sdo significantemente caracteristicos para cada tipo de
amostra investigada. £ também possivel perceber que para o perfil do plasma (PL),
além do perfil caracteristico, existe ainda a preseng¢a de dois picos estreitos de grande

intensidade.

Para analise quantitativa dos perfis medidos, a andlise estatistica dos valores
obtidos para cada parametro de caracterizagdo para as amostras de controle de ST, MC e
PL foi realizada utilizando ANOVA. A tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos. Os
valores p>0,05 sdo apresentados em negrito de modo a ressaltar os parametros que nao

apresentaram diferencas significativas entre os hemocomponentes estudados.

Tabela 4. 1 — Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras de controle.

Valores médios

ST MC PL
Parametros n=68 n=49 n=44 p-value
média | desvio | média | desvio | média | desvio
Pico 1 9,402 0,149 9,464 0,203 9,463 0,275 0,2760
FWHM, 3,430 0,246 3,482 0,199 3,064 0,344 0,0001
Pico 2 22,983 0,433 23,067 0,315 20,716 0,554 0,0001
FWHM, 7,026 0,917 6,945 0,736 6,141 0,835 0,0001
I/1, 1,287 0,149 1,335 0,179 0,968 0,176 0,0001

O teste ANOVA foi capaz de apontar diferencas entre os valores médios dos
parametros do PL quando comparados com os parametros do ST e da MC, exceto para a
posicdo do primeiro pico. Analisando separadamente os pardmetros de caracterizacio
0,, FWHM,; e I)/I; para as amostras de ST ¢ MC, todos os valores de p encontrados
foram maiores que 0,05. Desta forma, a analise dos perfis de espalhamento das amostras

de ST e MC serd apresentada em separado da andlise realizada para as amostras de PL.
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4.1.1.1. SANGUE TOTAL E MATRIZ CELULAR

De acordo com DESOUKY (2001), h4 evidéncias da relacdo entre a posi¢cdo do
primeiro pico de espalhamento das amostras de sangue total e matriz celular e as
proteinas existentes na hemoglobina (HB). FILGUEIRAS (2006) mostrou que os perfis
de espalhamento das amostras de sangue total, matriz celular ¢ hemoglobinas sao
bastante semelhantes, o que sugere que o perfil de espalhamento para essas amostras ¢
dominado pela presenca da hemoglobina. Esse comportamento ¢ esperado ja que sabe-
se que as hemadcias sdo as células mais numerosas no sangue ¢ 90% da parte sélida ¢

constituida de hemoglobina.

A figura 4.4 mostra os perfis de espalhamento tipicos para as amostras de matriz
celular, sangue total e hemoglobina. Os valores dos pardmetros de caracterizagdo
calculados através dos perfis de espalhamento sdo apresentados na tabela 4.2. Os

valores referentes & hemoglobina foram obtidos de FILGUEIRAS (2006).

_ Hemoglobina
4504 0 Elementos Figurados
——————— Sangue total

400-
350
300-
250-
200-
150
100

1

Intensidade (cps)

Angulo de Espalhamento (graus)

Figura 4. 4 - Comparagio entre os perfis de espalhamento de ST, MC e HB.
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Tabela 4. 2 — Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras de ST, MC ¢ HB.

Valores médios

ST

Parametros n=68 n=49 n=12 p-value

meédia | desvio | média | desvio | media | desvio
Pico 1 9,402 0,149 9,464 0,203 9,460 0,200 0,1470
FWHM, 3,430 0,246 3,482 0,199 3,480 0,160 0,4230
Pico 2 22,983 0,433 23,067 0,315 20,520 0,541 0,0001
FWHM, 7,026 0,917 6,945 0,736 7,980 0,380 0,0001
Ii/1, 1,287 0,149 1,335 0,179 1,010 0,080 0,0001

Comparando-se exclusivamente 0; ¢ FWHM,; para a matriz celular e

hemoglobina, os valores encontrados para p-value foram 0,951 e 0,974,

respectivamente, o que demonstra a forte similaridade entre esses parametros.

4.1.1.2. PLASMA

O plasma contém 4agua (92%), proteinas (7%, como fibrinogénio, globulinas e
albumina) e outras substancias dissolvidas, como gases, nutrientes, excretas, hormdnios
e enzimas. Dentre as proteinas presentes no sangue, a mais abundante ¢ a albumina. Em
DESOUKY et al (2001), os autores mostraram que existe similaridade entre os perfis de
amostras de soro humano e a proteina albumina. No entanto, para a realizacdo desse
trabalho, o plasma foi analisado considerando que este ¢ o hemocomponente mais

utilizado para fins transfusionais.

O plasma difere-se do soro porque além das proteinas do soro, o plasma também
contém fibrinogénio, fibrina, fatores de coagulacdo e a globulina. A albumina e
fibrinogénio sdo proteinas geralmente encontradas no plasma. Isso sugere que exista

também alguma similaridade entre o perfil do plasma e da albumina. Com base nessa
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informagdo os perfis de espalhamento de amostras de albumina humana a 20% e do

plasma foram sobrepostos como mostra a figura 4.5.

500+

— Albumina
S Plasma

450;
400;
350;
300;
250;
200;
150;

Intensidade (cps)

100
50

Angulo de Espalhamento (graus)

Figura 4. 5 - Comparagédo entre os perfis de espalhamento da albumina e do plasma.

A albumina ¢ uma proteina fundamental para a manutencao da pressdao osmotica,
necessaria para a distribuicdo correta dos liquidos corporais entre o compartimento
intravascular e o extra vascular, localizado entre os tecidos. Seu excesso ocasiona
diversas doengas, como problemas renais e hepaticos. A albumina ¢ usada
principalmente em tratamentos relacionados com queimaduras e hemorragias graves

(CAMPION et al,1988; SALIVE et al, 1992; CLOCHESY et al, 1999).

A fim de saber se o perfil de espalhamento da albumina se assemelha com o
perfil do plasma, assim como ocorre com os perfis de sangue total e matriz celular
quando comparados com a hemoglobina, os parametros de caracterizacdo da proteina
albumina foram comparados com os parametros obtidos para as amostras de controle de

plasma, como mostra a tabela 4.3.
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Tabela 4. 3 - Compara¢do entre os parametros de caracterizagdo dos perfis de

espalhamento da albumina e do plasma.

Comparagdo entre albumina e PL
Parametros Albumina Plasma sevalue
n=12 n=16

Pico 1 9,376 0,135 9,463 0,275 0,3280
FWHM, 3,416 0,095 3,064 0,344 0,0001
Pico 2 20,500 0,327 20,716 0,554 0,2880
FWHM, 7,764 0,150 6,141 0,835 0,00001
/1, 1,056 0,034 0,968 0,176 0,0169

Com os dados obtidos na tabela 4.3 pode-se observar que as posi¢des dos picos
de espalhamento ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05). Para os demais
parametros o p-value foi menor que 0,05 o que sugere que, apesar da albumina
corresponder a 55% das proteinas, as demais proteinas existentes contribuem fortemente

na formacao do perfil de espalhamento do plasma.

4.1.2. ANALISE QUANTO A DOSE

As tabelas 4.4 a 4.7 apresentam os valores obtidos para os parametros de
caracterizagdo dos perfis de espalhamento das amostras de ST, MC e PL irradiadas com

15Gy, 20Gy, 25Gy e 30Gy, respectivamente.
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Tabela 4. 4 - Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras irradiadas com 15Gy.

Valores médios - 15Gy
ST MC PL
Parametros n=44 n=42 n=36 p-value
meédia | desvio | média | desvio | media | desvio
Pico 1 9,484 0,106 9,497 0,200 9,499 0,261 0,9360
FWHM, 3,393 0,296 3,460 0,352 3,118 0,304 0,0001
Pico 2 23,338 0,173 23,394 0,366 20,881 0,929 0,0001
FWHM, 7,359 0,822 7,194 0,820 6,356 1,757 0,0001
Ii/1, 1,217 0,226 1,216 0,196 0,966 0,235 0,0001

Tabela 4. 5 - Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras irradiadas com 20Gy.
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Valores médios - 20Gy
ST MC PL
Parémetros n=55 n=52 n=52 p-value
média | desvio | média | desvio | média | desvio
Pico 1 9,415 0,171 9,246 0,198 9,174 0,252 0,0001
FWHM, 3,450 0,213 3,464 0,263 3,079 0,328 0,0001
Pico 2 23,246 0,260 22,913 0,225 20,447 0,413 0,0001
FWHM, 7,162 0,694 6,563 0,743 5,719 0,803 0,0001
/1, 1,268 0,273 1,441 0,200 1,024 0,242 0,0001




Tabela 4. 6 - Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras irradiadas com 25Gy.

Valores médios -25Gy
ST MC PL
Parametros n=39 n=40 n=39 p-value
meédia | desvio | média | desvio | media | desvio
Pico 1 9,487 0,170 9,477 0,193 9,366 0,346 0,0610
FWHM, 3,378 0,258 3,492 0,251 3,146 0,259 0,0001
Pico 2 23,206 0,287 23,292 0,258 20,908 0,740 0,0001
FWHM, 7,278 0,760 7,375 0,507 6,447 0,829 0,0001
Ii/1, 1,181 0,197 1,170 0,146 0,941 0,133 0,0001

Tabela 4. 7 - Valores médios encontrados para os parametros de caracterizagdo para as

amostras irradiadas com 30Gy.

Valores médios - 30Gy
ST MC PL
Parametros n=27 n=29 n=28 p-value
meédia | desvio | média | desvio | média | desvio
Pico 1 9,519 0,218 9,407 0,188 9,493 0,213 0,1080
FWHM, 3,413 0,208 3,350 0,185 3,127 0,350 0,0001
Pico 2 23,265 0,334 23,266 0,259 20,663 0,256 0,0001
FWHM, 7,336 0,679 7,322 0,626 6,081 0,853 0,0001
1,/ 1,073 0,186 1,213 0,205 0,956 0,147 0,0001

A andlise de variancia mostrou que a posi¢ao do primeiro pico de todos os perfis

analisados ndo apresentou diferenca estatisticamente significante independente do valor

de dose, com exceg¢do para a dose de 20Gy.
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O teste de Bonferroni foi aplicado a todos os parametros que apresentaram o
valor de p<0,05. Assim, também pode se verificar que os valores médios dos
parametros de caracterizagdo do ST e MC ndo apresentam diferencas significativas.
Porém, os valores médios dos parametros de caracterizagdo do PL sdo

significativamente diferentes dos valores encontrados para ST e MC.

Os valores médios dos pardmetros de caracterizagdo para as amostras irradiadas
com 20 Gy apresentaram um comportamento atipico quando comparados com os
demais grupos. A figura 4.6 mostra a comparagdo dos parametros que apresentaram
diferencas estatisticamente significantes para os valores de dose de 0Gy, 15Gy, 25Gy e
30Gy. A comparagdo para as amostras irradiadas com 20 Gy ¢ apresentada

separadamente na figura 4.7.
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Figura 4. 6 — Comparagao dos valores médios encontrados para parametros de

caracterizagao: (a) 0,, (b) FWHM,, (¢c) FWHM, e (d) I1/I,.
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Figura 4. 7 - Comparagdo dos valores médios encontrado para todos os parametros de

caracterizagao para as amostras irradiadas com 20Gy.

4.1.3. ANALISE QUANTO A IDADE DOS DOADORES

E sabido que o sistema hematologico tem um papel preponderante no equilibrio
interno do organismo. Entretanto, seus componentes ndo se encontram entre 0s mais
estudados com relagdo as modificagdes decorrentes do envelhecimento natural. Em
decorréncia disso, tem-se a falsa idéia de que todas as alteracdes sdo fisiologicas e,
portanto, proprias do envelhecimento natural. As alteracdes decorrentes da idade no

sangue incluem a diminui¢@o dos valores médios de hemoglobina e hematrocitos.

NILSSON et al (2000), estudaram a possibilidade do declinio dos valores de

hemoglobina em idosos com idade superior a 70 anos. Nesse trabalho eles observaram
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baixos valores para a concentracdo de hemoglobina (hemoglobina menor que 13g/dL

para homens e 12g/dL para mulheres).

4.1.3.1. SANGUE TOTAL E MATRIZ CELULAR

Com o objetivo de testar a possivel relacdo entre os valores obtidos para os
parametros de caracterizagdo e a idade dos doadores, os resultados para as amostras de
sangue total e de matriz celular foram comparados para os grupos de adultos (18-
65anos) e idosos (>65anos). As tabelas 4.8 a 4.12 apresentam essas comparagdes para
as amostras de sangue total de controle e irradiadas. As comparagdes para as amostras

de matriz celular sdo apresentadas nas tabelas 4.13 a 4.17.

Tabela 4. 8 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

sangue total em func¢do da idade do doador — Amostras de controle.
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ST - 0Gy
Idoso Adulto
Parametros n=35 n=33 p-value
media | desvio média | desvio

Pico 1 9,456 0,154 9,345 0,300 0,055
FWHM, 3,453 0,235 3,406 0,258 0,437
Pico 2 23,050 0,372 22911 0,485 0,186
FWHM, 7,009 0,614 7,043 1,166 0,879
/1, 1,311 0,150 1,261 0,146 0,160




Tabela 4. 9 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

sangue total em fun¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 15 Gy.

ST - 15Gy
Idoso Adulto
Parametros n=20 n=24 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,498 0,093 9,472 0,117 0,413
FWHM, 3,423 0,358 3,368 0,238 0,554
Pico 2 23,338 0,162 23,338 0,185 0,994
FWHM, 7,150 0,697 7,533 0,891 0,109
I,/I, 1,220 0,212 1,214 0,241 0,932

Tabela 4. 10 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

sangue total em funcao da idade do doador — Amostras irradiadas com 20 Gy.

ST - 20Gy
Idoso Adulto
Parametros n=28 n=27 p-value
média desvio média desvio

Pico 1 9,475 0,149 9,352 0,173 0,004
FWHM, 3,466 0,238 3,434 0,187 0,579
Pico 2 23,321 0,232 23,168 0,268 0,023
FWHM, 7,211 0,771 7,112 0,615 0,433
1/1, 1,234 0,228 1,304 0,313 0,340
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Tabela 4. 11 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

sangue total em fun¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 25 Gy.

ST - 25Gy
Idoso Adulto
Parametros n=19 n=20 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,438 0,148 9,534 0,180 0,219
FWHM, 3,375 0,222 3,380 0,295 0,951
Pico 2 23,223 0,262 23,191 0,316 0,735
FWHM, 7,381 0,601 7,181 0,891 0,408
1,/1, 1,246 0,190 1,118 0,187 0,427

Tabela 4. 12 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

sangue total em funcao da idade do doador — Amostras irradiadas com 30 Gy.

ST - 30Gy
Idoso Adulto
Parametros n=12 n=15 p-value
media | desvio meédia desvio

Pico 1 9,483 0,256 9,547 0,187 0,471
FWHM, 3,384 0,217 3,437 0,205 0,515
Pico 2 23,333 0,289 20,040 0,661 0,331
FWHM, 7,415 0,700 7,273 0,680 0,596
I/L, 1,050 0,177 1,092 0,196 0,562

72



Tabela 4. 13 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

matriz celular em func¢do da idade do doador — Amostras de controle.

MC- 0Gy
Idoso Adulto
Parametros n=13 n=36 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,559 0,178 9,430 0,203 0,023
FWHM, 3,514 0,188 3,471 0,204 0,482
Pico 2 23,281 0,318 22,990 0,281 0,003
FWHM, 7,351 0,413 6,798 0,776 0,001
1,/1, 1,278 0,182 1,356 0,177 0,165

Tabela 4. 14 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

matriz celular em fun¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 15 Gy.

MC - 15Gy
Idoso Adulto
Parametros n=19 n=23 p-value
media | desvio meédia desvio

Pico 1 9,601 0,201 9,411 0,157 0,001
FWHM, 3,428 0,410 3,486 0,304 0,608
Pico 2 23,575 0,380 23,244 0,283 0,002
FWHM, 7,322 0,972 7,089 0,675 0,376
I,/1, 1,247 0,200 1,190 0,193 0,346
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Tabela 4. 15 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

matriz celular em fung¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 20 Gy.

MC - 20Gy
Idoso Adulto
Parametros n=25 n=27 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,237 0,203 9,254 0,197 0,760
FWHM, 3,445 0,260 3,482 0,270 0,613
Pico 2 22,890 0,212 22,935 0,238 0,468
FWHM, 6,511 0,454 6,612 0,943 0,620
/1, 1,484 0,150 1,401 0,233 0,122

Tabela 4. 16 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

matriz celular em func¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 25 Gy.

MC - 25Gy
Idoso Adulto
Parametros n=20 n=20 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,479 0,190 9,475 0,200 0,944
FWHM, 3,526 0,197 3,459 0,297 0,399
Pico 2 23,290 0,256 23,294 0,266 0,965
FWHM, 7,316 0,586 7,434 0,420 0,459
1,/1, 1,189 0,146 1,152 0,147 0,430
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Tabela 4. 17 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

matriz celular em func¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 30 Gy.

MC - 30Gy
Idoso Adulto
Parametros n=14 n=15 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,365 0,228 9,446 0,138 0,599
FWHM, 3,326 0,199 3,372 0,174 0,278
Pico 2 20,404 0,773 23,344 0,167 0,437
FWHM, 7,372 0,690 7,276 0,581 0,507
1,/1, 1,239 0,243 1,190 0,168 0,448

As amostras de sangue total ndo se mostraram sensiveis ao teste de hipoteses,
com excecdo das amostras de controle que apresentaram apenas uma diferenca na
posi¢do do primeiro pico. Os valores dos parametros de caracterizagdo nao
apresentaram diferencas significativas em funcao da dose, com exce¢dao das amostras

irradiadas com 20Gy que apresentaram diferengas para as posig¢des dos dois picos.

Para as amostras de matriz celular, pode-se observar que para os valores médios
das posicdoes dos picos de espalhamento apresentaram diferencas estatisticamente
significante para as amostras de controle e as irradiadas com 15Gy. Nao se verificaram
diferencas estatisticamente significantes para os valores dos parametros de

caracterizagdo para doses superiores a 15Gy.
As distribuicdes dos valores encontrados para 0; e 0, que apresentaram

diferencas estatisticamente significantes considerando-se a idade do doador sado

mostradas através de boxplot nas figuras 4.8 a 4.13.
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Figura 4. 8 - Representacdo da posi¢do do primeiro pico para as amostras de ST de

controle.
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Figura 4. 9 - Representacao da posi¢do do primeiro pico para as amostras de ST

irradiadas com 20 Gy.
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Figura 4. 10 - Representacao da posi¢do do primeiro pico para as amostras de MC de

controle.
» 24.5-
-
©
= 24.0
o .
O
3 T _
O 235
2 2329
-}
o) 2308
O 23.0- »2295 - «——229
% 1
(@]
©
S 22.5- —
O
3
a 22.0 — :
idoso adulto

Figura 4. 11 - Representagdo da posigdo do segundo pico para as amostras de MC de

controle.
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Figura 4. 12 - Representacgdo da posi¢do do primeiro pico para as amostras de MC
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Figura 4. 13 - Representagdo da posigdo do segundo pico para as amostras de MC

irradiadas com 15 Gy.
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Analisando os boxplots foi possivel observar que os valores medidos de 0, ¢ 0,
sdo pouco dispersos em relacdo as médias e medianas encontradas. Pode-se também
observar que as posicoes dos picos dos perfis de espalhamento caracteristicos para o
grupo de adultos ¢ sempre menor que as posicdes desses mesmos picos para o grupo de

1dosos.

4.1.3.2. PLASMA

A mesma andlise levando em consideracdo a idade também foi realizada para as

amostras de plasma. As tabelas de 4.18 a 4.22 apresentam os resultados obtidos.

Tabela 4. 18 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

plasma em fun¢do da idade do doador — Amostras de controle.

PL - amostras de controle

Idoso Adulto
Parametros n=12 n=32 p-value
media | desvio meédia desvio

Pico 1 9,627 0,269 9,401 0,255 0,0118
FWHM, 2,892 0,258 3,128 0,353 0,0146
Pico 2 20,821 0,152 20,677 0,641 0,2350
FWHM, 6,556 0,738 5,986 0,826 0,0274
1,/1, 0,907 0,160 0,989 0,176 0,1410
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Tabela 4. 19 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

plasma em fung¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 15 Gy.

PL - 15Gy
Idoso Adulto
Parametros n=14 n=22 p-value
media | desvio média desvio
Pico 1 9,522 0,035 9,485 0,019 0,0003
FWHM, 3,018 0,312 3,132 0,338 0,7180
Pico 2 21,435 1,240 20,528 0,390 0,0078
FWHM, 5,959 0,583 5,514 0,914 0,2260
/1, 0,953 0,225 1,084 0,243 0,3890

Tabela 4. 20 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

plasma em fung¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 20 Gy.

PL - 20Gy
Idoso Adulto
Parametros n=24 n=28 p-value
media | desvio média desvio

Pico 1 9,099 0,189 9,239 0,283 0,033
FWHM, 3,018 0,312 3,132 0,338 0,207
Pico 2 20,539 0,158 20,369 0,310 0,011
FWHM, 5,959 0,583 5,514 0,914 0,033
/1, 0,953 0,225 1,084 0,243 0,043




Tabela 4. 21 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

plasma em fung¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 25 Gy.

- pL-mey ]
Idoso Adulto
Parametros n=19 n=20 p-value
media | desvio média desvio
Pico 1 9,416 0,218 9,318 0,263 0,201
FWHM, 3,125 0,244 3,167 0,279 0,619
Pico 2 21,037 0,777 20,785 0,700 0,288
FWHM, 6,381 1,030 6,511 0,600 0,633
/1, 0,934 0,126 0,947 0,143 0,760

Tabela 4. 22 — Comparagdo dos parametros de caracterizagdo dos perfis de amostras de

plasma em func¢do da idade do doador — Amostras irradiadas com 30 Gy.

- pm-zcy ]
Idoso Adulto
Parametros n=11 n=16 p-value
média desvio média desvio
Pico 1 9,387 0,283 9,573 0,300 0,093
FWHM, 3,131 0,345 3,124 0,364 0,962
Pico 2 20,685 0,234 20,647 0,278 0,691
FWHM, 6,000 0,541 6,141 1,042 0,674
/1, 0,943 0,074 0,966 0,186 0,692

Foi possivel observar que para as amostras de controle e as irradiadas com 15

Gy e 20 Gy as posicdes dos picos caracteristicos dos perfis de espalhamento

apresentaram diferengas significativas em func¢do dos grupos de idades analisados. Para
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as demais doses, essa diferenca deixa de ser estatisticamente significativa para qualquer
que seja o parametro considerado. As figuras 4.14 a 4.18 mostram, através de boxplot, a
distribuicdo dos valores de 0; e 0, que apresentaram diferenca estatisticamente

significante levando em consideragdo a idade do doador.
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Figura 4. 14 - Representagao da posi¢ao do primeiro pico para as amostras de PL de

controle.
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Figura 4. 17 - Representagdo da posigdo do primeiro pico para as amostras de PL

irradiadas com 20 Gy.
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Figura 4. 18 - Representacao da posi¢ao do segundo pico para as amostras de PL
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Analisando as figuras 4.14 a 4.18 pode-se observar que os resultados obtidos
para o grupo de adultos estdo mais concentrados em torno da média e que os valores da
média e da mediana também sdo menores que os encontrados para o grupo de idosos.
Esse comportamento para as amostras de plasma foi também observado para as

amostras de sangue total e matriz celular.

4.1.4 - AS AMOSTRAS IRRADIADAS COM 20Gy.

A fim de eliminar qualquer discussdo sobre o comportamento atipico das amostras
de 20Gy estar relacionado ao preparo ou irradiagdo dessas amostras, um novo grupo de
amostras foi preparado. Noventa e duas novas amostras (29 de sangue total, 32 de
matriz celular e 31 de plasma) foram preparadas seguindo o mesmo procedimento
utilizado para as demais. Na tentativa de caracterizar os perfis de espalhamento, foi
realizada a andlise estatistica das amostras utilizando ANOVA (analise de variancia)

seguida do teste de Bonferroni como é mostrado na tabela 4.23.

Tabela 4. 23 — Comparagao entre os perfis de espalhamento das amostras de 20Gy.

Valores médios - 20Gy — Novos
ST MC PL
Parametros N=29 N=32 N=31 p-value
meédia | desvio | média | desvio | media | desvio
Pico 1 9,428 0,190 9,519 0,141 9,375 0,211 0,0001
FWHM, 3,416 0,240 3,494 0,258 3,127 0,202 0,0001
Pico 2 23,115 0,308 23,158 0,189 21,128 0,512 0,0001
FWHM, 7,044 0,128 7,173 0,656 6,798 0,763 0,0450
Ii/1, 1,211 0,139 1,343 0,140 0,879 0,148 0,0001

Analisando a tabela 4.23 observou-se que parametros de caracterizagdo

apresentaram p<0,05, mostrando que a diferenga existente entre os valores médios ¢
significativa. Porém, aplicando-se o teste de Bonferroni pode-se observar que o

comportamento das novas amostras irradiadas a 20Gy ainda continua diferente quando
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comparadas com as demais doses. Desta forma, conclui-se que o comportamente atipico
das amostras de sangue e hemocomponentes irradiadas com 20 Gy ndo ¢ devido ao

procedimento de preparo das amostras.

4.2. ANALISE QUANTITATIVA POR FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR
REFLEXAO TOTAL (TXRF)

O estudo das amostras de sangue ¢ hemocomponentes irradiados ¢ resultado do
projeto submetido ao Laboratério Nacional Luz Sincroton (LNLS/Campinas) XRF-
6634.

4.2.1- CALCULO DA SENSIBILIDADE RELATIVA
Para calcular as sensibilidades relativas foram utilizadas 10 solugdes padrdo

contendo elementos conhecidos ¢ em diferentes concentragdes (mg/L), acrescidas do
elemento Galio (Ga), utilizado como padrao interno. As tabelas 4.24 e 4.25 apresentam
os valores das concentracdes dos elementos e do padrdo interno em cada amostra

padrdo, para determinagdo das sensibilidades para as séries K e L, respectivamente.

Tabela 4. 24 - Concentragdo dos elementos quimicos (mg/L) contidos nas solug¢des

padrdo, para determinag@o da sensibilidade da série K.

Série K

Z Elemento 1K 2K 3K 4K 5K
13 Al 120,36 180,55 | 216,65 | 232,96 | 240,73
14 Si 121,82 182,73 219,27 | 235,78 | 243,64
19 K 6,10 9,15 10,99 14,77 18,31
20 Ca 6,12 9,18 11,02 14,81 18,36
22 Ti 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
24 Cr 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
26 Fe 6,05 9,07 10,89 14,63 18,15
28 Ni 6,06 9,09 10,91 14,66 18,18
30 Zn 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
34 Se 5,94 8,91 10,69 14,37 17,82
38 Sr 6,09 9,14 10,96 14,74 18,27
40 Mo 6,06 9,09 10,91 14,66 18,18
31 Ga 9,09 9,09 9,09 9,09 9,09
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Tabela 4. 25 - Concentragdo dos elementos quimicos (mg/L) contidos nas solugdes

padrdo, para determinagdo da sensibilidade da série L.

Série L

Z Elemento 1L 2L 3L 4L 5L

42 Mo 17,15 32,47 46,22 58,65 69,93
56 Ba 5,77 10,93 15,56 19,75 23,54
62 Sm 5,72 10,82 15,41 19,55 23,31
71 Lu 5,72 10,82 15,41 19,55 23,31
78 Pt 5,55 10,50 14,95 18,96 22,61
81 Tl 5,72 10,82 15,41 19,55 23,31
82 Pb 5,77 10,93 15,56 19,75 23,54
31 Ga 9,09 9,09 9,09 9,09 9,09

A partir das solucgdes padrdo foi determinada a sensibilidade para cada elemento
e em seguida feita o ajuste dos valores experimentais com a finalidade de obter uma
curva da sensibilidade, como mostram as figuras 4.19 e 4.20, em fun¢dao do numero

atomico para os elementos na faixa de energia de interesse.

—e— Experimental

—— Ajustada
oL+——"r y

Sensibilidade Relativa

0,0l I I I I I I I I I I I
19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41

Numero Atémico (2)

Figura 4. 19 - Curva da sensibilidade relativa (Si) para a série K.
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Figura 4. 20 - Curva da sensibilidade relativa (Si) para a série L.

Com base nos graficos de sensibilidade mostrados anteriormente as equagdes
que relacionam a sensibilidade relativa com o nimero atomico do elemento para cada

série e os seus coeficientes de determinacao foram obtidos como ¢ mostrado a seguir.

e Si=exp (-34,93368 + 2,75054 Z — 0,06733Z2 + 4,8316. 10 Z3) Série K (4.1)
R?=0,997.
e Si=exp (-17,07327 + 0,37183Z - 0,00186Z2 - 2,67158. 10°Z73) Série L (4.2)

R2=0,999.

Utilizando-se as equacgdes 4.1 e 4.2, obtém-se quaisquer valores de sensibilidade

para a série K e L, em fun¢do do nimero atomico (Z).

4.2.2 - CALCULO DO LIMITE DE DETECCAO (LD).

O limite de deteccdo (LD) foi calculado como apresentado no capitulo 2,

baseado no espectro da radia¢do de fundo, area abaixo do pico de cada elemento de
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interesse, nas amostras medidas por 100 s. A tabela 4.26 mostra valores calculados para
os limites de deteccdo para os elementos da série K nas amostras de sangue total, matriz

celular e plasma.

Tabela 4.26 — Limites de detec¢do para os elementos da série K nas amostras de

plasma.
LD (ug/9)

Z Elemento ST MC PL

17 Cl 1,32.10" 1,33.10" 3,96.10™"
19 K 4,87.107 4,68.107 1,43.10"
20 Ca 3,14.107 2,85.107 9,25.107
22 Ti 1,44.10° 1,15.10° 4,05.107
24 Cr 8,23.107 6,01.10° 2,13.10°
25 Mn n.d 4,72.10° 1,72.10°
26 Fe 541.10° 3,88.107 1,32.10°
28 Ni n.d. 4,35.10° 1,44.10°
29 Cu 591.10° 4,20.10° 1,45.107
30 zZn 6,24.10° 4,45.10° 1,44.10°
35 Br 1,59.107 1,38.107 3,56.107
37 Rb 2,72.107 1,48.107 3,20.107

Para os elementos da série L ndo foi possivel obter um ajuste, pois apenas o
elemento chumbo (Pb) foi detectado nas amostras usadas. O valor obtido para este

elemento ¢ apresentado na tabela 4.27.

Tabela 4.27 Valor do limite minimo de detecgdo (LMD) para o elemento Pb nas

amostras estudadas.

LD (ug/g)

Elemento Sangue total Matriz Celular Plasma

Pb 1,42.10° 4776107 3,20.107

Com os dados da tabela 4.26, foi realizado o ajuste dos pontos experimentais a
fim de se obter a curva do limite de deteccdo em funcdo do numero atdmico para os

elementos da série K. As curvas obtidas sdo apresentadas nas figuras 4.21 a 4.23 para o

&9



sangue total, matriz celular e plasma, respectivamente.
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Figura 4. 21 - Limite de detecg@o dos elementos da série K nas amostras de sangue

total.
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Figura 4. 22 - Limite de detecgdo dos elementos da série K nas amostras de matriz

celular.

90



1
o .
m .
=
o R
S kS
2 . ¢ Experimental ------- Ajustada
€ 011 .
(=] LT TITooToToooTooooooooToToTooIotH=d
[ | S ____________.
- s
(]
- B I
£ Y e
- . -
,,,,,,,,,,,,,,,,,, ]
L AN
O o 4
0.01 T T T T T T T
15 18 21 24 27 30 33 36
Numero Atémico (Z)

Figura 4. 23 - Limite de detecc¢@o dos elementos da série K nas amostras de plasma.

A seguir sdo apresentadas as equacdes que representam a relacdo entre o limite de
deteccdo e o numero atdmico, utilizando as equagdes 4.3 a 4.5, obtém-se quaisquer

valores para o LD para as amostras estudadas em fungao de Z

o L.D=exp (17,62792-1,77943Z + 0,04015 72 -2,03596.10° Z3) SérieK  (4.3)

Rz =0,997 — Amostras de Sangue Total.

o L.D=exp(21,28764-2,198447+0,0550322-3,81104.10* Z3)  SérieK  (4.4)

R2=0,987 — Amostras de Matriz Celular

o L.D=exp(21,26799-2,04121.7+0,04867.72-2,9932.10* . %)  SérieK  (4.5)

R2=0,994 - Amostras de Plasma.
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4.2.3 - VALIDACAO DA METODOLOGIA

A calibrag¢ao do sistema de SR-TXRF foi verificada através da determinagdo da
concentragdo elementar em uma amostra certificada de 4gua mineral (NIST/SEM 1640)
e em uma amostra certificada de solo (NIST/SEM 2709), ambas preparadas por
digestdo, seguindo o mesmo procedimento usado para o preparo das amostras de sangue
como sdo mostrados nas tabelas 4.28 e 4.29. E valido ressaltar que foram utilizados no
presente estudo dois padrdes certificados diferentes com o objetivo de avaliar a
eficiéncia do processo de digestdo assim como os valores medidos apresentaram desvios

padroes relativos inferiores a 10% para a maioria dos elementos.

Tabela 4.28 — Comparagdo dos valores medidos e certificados da amostra de referéncia

“Trace Elements in Natural Water” (NIST/SRM 1640) medidos por SR-TXRF.

Elemento | Valor medido (ug/mL) | Valor Certificado (ug/mL) | Egr(%0)
Ca* 6,34 £ 0,03* 6,40 £ 0,08* 0,9
K 825,24+ 7,18 903,64 + 24,00 8,7
\Y% 11,78 £2,07 11,81 +0,33 0,2
Cr 36,17 £ 0,85 35,09 £ 0,91 3,1
Mn 99,66 + 5,63 110,45 + 1,00 9,8
Co 15,67 £0,74 18,44 £ 0,28 15
Ni 18,89 + 1,5 24,9 1+ 0,73 24
Cu 68,93 + 1,68 77,45 + 1,09 11
Zn 49,85 + 0,96 48,36 £0,91 3,1
Rb 21,11 +0,88 19,96 + 0,20 5,8
Sr 102,72 + 5,51 112,91 + 0,64 9,0
*mg kg’
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Tabela 4.29 — Comparagdo dos valores medidos ¢ certificados da amostra de referéncia

"San Joaquim Soil” (NIST/SRM 2709).

Elemento| Valor medido (ug/g) Valor Certificado (ug/g) Er(%0)
Ca 17916 £ 1006 18900 + 500 5,2
\% 113+8 112£5 0,9
Cr 141+6 130+ 4 8,5
Mn 549+ 6 538+ 17 2,0
Fe 35836 + 2000 35000 £ 1100 2,4
Cu 36,4+3,0 34,6 +0,7 5,2
Zn 104 £5 106 + 3 1,9

4.2.4 - ANALISE DOS RESULTADOS

Alguns elementos t€m efeitos toxicos sobre o corpo humano e, portanto, hd uma
necessidade de controlar os seus niveis em 6rgdos e tecidos humanos. Além disso, ¢
importante aumentar o nosso conhecimento das relacdes entre os efeitos toxicos
observaveis e as concentracoes elementares no homem ¢ no seu ambiente
(BORJESSON et al., 2003). Neste trabalho, foram escolhidos 4 elementos quimicos a
serem analisados: Potassio (K), Célcio (Ca), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) afim de se dar

continuidade aos estudos iniciados por MOTA (2008), para valores de dose até¢ 100cGy.

As figuras 4.24 a 4.26 apresentam, respectivamente, os espectros caracteristicos

das amostras de sangue total, matriz celular e plasma obtidos nesse estudo.
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Figura 4. 24 — Espectro caracteristico de uma amostra de sangue total.
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Figura 4. 25 — Espectro caracteristico de uma amostra de matriz celular.
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Figura 4. 26 — Espectro caracteristico de uma amostra de plasma.

As tabelas 4.30 a 4.32 mostram os valores (média £+ desvio padrao) calculados
das concentracdes dos elementos K, Ca, Fe e Zn para as amostras de sangue total,

matriz e plasma, respectivamente.

Tabela 4. 30 - Valores médios da concentragdo para amostras de sangue total.

Concentragdes (ng/g)
ST
Dose (Gy) n K Ca Fe Zn
media | desvio | média [ desvio | média | desvio | média | desvio
0 13 2835 390 478 249 1403 312 52 27
15 10 2139 846 308 187 610 271 28 13
20 13 2037 797 311 173 923 210 35 5
25 13 2092 430 385 124 653 175 30 18
30 13 2068 486 398 144 634 187 35 7
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Tabela 4. 31 - Valores médios da concentragdo para amostras de matriz celular.

Concentragdes (ng/g)

MC
Dose (Gy) n K Ca Fe Zn

media | desvio [ média [ desvio | média | desvio | média | desvio
0 11 1623 469 136 73 1177 419 32 15
15 15 1127 281 126 45 922 396 24 10
20 13 2065 934 185 49 1272 361 49 18
25 11 1281 143 124 36 1308 769 23 12
30 13 1334 170 109 59 960 587 25 13

Tabela 4. 32 - Valores médios da concentrag@o para amostras de plasma.

Concentragdes (ng/g)

PL
Dose (Gy) n K Ca Fe Zn

média | desvio | média | desvio | média | desvio | media | desvio
0 9 2991 701 408 150 458 48 47 16
15 15 3585 342 515 213 354 50 35 27
20 15 4549 1195 521 252 322 40 57 40
25 13 3413 297 406 170 229 54 39 10
30 11 3950 343 353 184 305 46 44 13

Os resultados obtidos para cada dose foram comparados com os obtidos para as
amostras de controle utilizando teste t-Student. Foram considerados estatisticamente
diferentes quando p<0,05, com um grau de confianga de 95% (0=0,05). As tabelas 4.33
a 4.36 mostram os p-values obtidos a partir das medidas realizadas para cada elemento

estudado.
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e as irradiadas para a concentragdo de Ca.

Tabela 4.33 - p-value encontrados a partir da comparagdo entre as amostras de controle

Ca
p-value
Dose (Gy) ST MC PL
15 0,086 0,670 0,200
20 0,059 0,063 0,240
25 0,240 0,630 0,970
30 0,326 0,327 0,480

e as irradiadas para a concentragdo de K.

Tabela 4.34 - p-value encontrados a partir da comparagdo entre as amostras de controle

K
p-value
Dose (Gy) ST MC PL
15 0,0150 0,003 0,010
20 0,0030 0,169 0,002
25 0,0001 0,031 0,066
30 0,0001 0,047 0,001

e as irradiadas para a concentragao de Fe.

Tabela 4.35 - p-value encontrados a partir da comparagdo entre as amostras de controle

Fe
p-value
Dose (Gy) ST MC PL
15 0,001 0,110 0,001
20 0,001 0,560 0,001
25 0,001 0,610 0,001
30 0,001 0,290 0,001

O
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Tabela 4.36 - p-value encontrados a partir da comparagdo entre as amostras de controle

e as irradiadas para a concentragao de Zn.

Zn
p-value
Dose (Gy) ST MC PL
15 0,017 0,120 0,241
20 0,024 0,021 0,484
25 0,022 0,140 0,163
30 0,038 0,230 0,649

Baseado nas tabelas apresentadas anteriormente foi possivel observar que a
analise estatistica utilizada ndo mostrou diferenca significativa para a concentra¢do do

Ca para nenhuma das amostras estudadas independente do valor de dose.

Na matriz celular, a concentragdo de Zn apresentou um aumento estatisticamente
significativo apenas para as amostras irradiadas com 20Gy. Pode-se verificar que a
concentragdo de potdssio ndo apresentou diferenca significativa somente para as

amostras irradiadas com 20Gy.

A figura 4.24 mostra as concentragoes relativas dos elementos que apresentaram
diferengas significativas quando comparados com as amostras de controle. Pode-se
observar que o Zn apresentou uma diminui¢ao de sua concentracdo quando comparados

com as amostras de controle apenas para o sangue total.

Para as concentragdes de Fe foi possivel observar diferencas quando comparados
com amostras nao irradiadas para o sangue total e para o plasma. No sangue total e no
plasma os resultados mostraram uma diminui¢do em sua concentragdo para os valores

de dose analisadas.

Para as concentragdes de K pode-se verificar que este foi o Unico elemento que

sofreu alteracdes significativas em sua concentragdo para todos os tipos de amostras
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analisadas (ST, MC e PL). Os resultados obtidos mostram uma diminui¢gdo em sua

concentragdo para a matriz celular e para o sangue total e um aumento no plasma.
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Figura 4. 27 — Concentragoes relativas dos elementos avaliados nas amostras de (a)

sangue total, (b) matriz celular e (c) plasma.
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CAPITULO V - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 - DIFRACAO DE RAIOS X

5.1.1 - CARACTERIZACAO DOS PERFIS DE ESPALHAMENTO

Os perfis de espalhamento das amostras liofilizadas de sangue total (ST), matriz
celular (MC) e plasma (PL) sdo caracterizados pela presenga de dois picos distintos
largos. O perfil de espalhamento do PL, além deste perfil caracteristico, apresenta ainda
dois picos estreitos de grande intensidade caracteristicos de estruturas cristalinas
devidas, provavelmente, a presenga de componentes de cristalizagdo. A forma desses
perfis ¢ propria de materiais amorfos que ndo tém uma ordem de longa extensdo. Isto &,
os materiais amorfos, diferentes dos sélidos cristalinos, ndo sdo constituidos de arranjos
atdmicos ou moleculares cuja estrutura se repete numa forma periddica tridimensional.
A forma dos perfis de espalhamento medidos ¢ coerente com a literatura (DESOUKY,

2001; ELSHEMEY, 2001; FILGUEIRAS, 2006).

A distribuicdo angular do espalhamento coerente fornece informagdes
detalhadas a respeito da amostra analisada e pode ser usada como uma “assinatura” do
tipo de material do qual a amostra ¢ composta (CASTRO, 2005). De modo a quantificar
essa assinatura, o conceito de pardmetros de caracterizagdo foi introduzido. Apds a
analise estatistica, os resultados obtidos mostraram que existe uma forte semelhanca
entre as amostras de ST e MC, ja que para essas amostras todos os pardmetros de
caraterizagdo sao similares (p>0,05). Para as amostras de PL, somente a posi¢do do
primeiro pico nao apresentou diferenga significativa quando comparada com as

amostras de ST e MC.

E importante ressaltar que todas essas analises que serdo apresentadas a seguir

foram realizadas com o nivel de significancia estabelecido de 95% (a = 0,05).

Pode-se verificar a presenga predominante da proteina hemoglobina (HB) nas
amostras de ST e MC. Comparando-se exclusivamente 6, ¢ FWHM, para MC e HB na

tabela 4.2, os valores encontrados para p-value foram 0,951 e 0,974, respectivamente, o

100



que demonstra a forte similaridade entre esses parametros. Esse comportamente ¢
esperado ja que sabe-se que as hemacias sdo as células mais numerosas no sangue e

90% da parte solida (elementos figurados) ¢ constituida de hemoglobina.

Para as amostras de PL, pode-se verificar a presenga predominante da proteina
albumina. As posi¢des dos dois picos largos do perfil de espalhamento do PL ndo
apresentaram diferenca significativa com as posi¢des dos picos do perfil caracteristico
da albumina. Esse resultado também era esperado ja que sabe-se que o PL ¢
basicamente constituido de agua (92%) e proteinas e que a albumina ¢ a proteina mais

abundante no sangue.

Desta forma, pode-se concluir que o perfil de espalhamento das amostras de ST
¢ uma composi¢do dos perfis da MC e do PL sendo que, o perfil de espalhamento da
MC ¢ fortemente influenciado pela presenca da hemoglobina e o perfil do PL, pela
presenca da albumina. Assim, a caracterizagdo através dos perfis de espalhamento

coerente de amostras de ST, MC e PL foi realizada.

5.1.2 — EFEITO DO PROCESSO DE IRRADIACAO

O comportamento de todos os parametros de caracterizagdo para as amostras de
ST, MC e PL foi estatisticamente semelhante aos dos perfis de espalhamento das
amostras de controle para as dose de 15 Gy, 25 Gy e 30 Gy. Isto ¢, com exce¢do da
posicdo do primeiro pico que ndo apresentou diferenca significativa entre os valores
médios encontrados para as amostras de ST, MC e PL, os demais parametros analisados

foram estatisticamente diferentes entre si.

Assim como para as amostras de controle, os valores médios dos pardmetros de
caracterizacdo das amostras de PL foram significativamente diferentes quando
comparados com os parametros das amostras de ST e MC independente do valor de

dose.

Esse resultado poderia indicar que nao se verifica alteragdo estatisticamente

significante da estrutura molecular das amostras de ST, MC e PL em fun¢do da dose.
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No entanto, os perfis de espalhamento para as amostras irradiadas com 20 Gy
mostraram um comportamento diferente daqueles obtidos para as demais doses
estudadas e para as amostras de controle. Ao invés de descartar-se esses dados, tomou-
se a decisdo de preparar novas amostras e proceder a mesma metodologia de
preparagao, irradiacdo e medidas utilizado para as demais amostras. O resultado obtido

confirmou esse comportamento atipico das amostras irradiadas com 20 Gy.

Uma verificagdo interessante ¢ que, com exececdo de 0;, os demais parametros
de caracterizagdo dos perfis de espalhamento das amostras de PL apresentaram valores
sempre significativamente diferentes dos obtidos para as amostras de ST e MC
independente da dose, exceto para as amostras irradiadas com 20 Gy. Para as amostras
irradiadas com 20 Gy também pode-se verificar que o valor médio de 0, para os perfis

da MC e do PL sofre uma diminuig¢do significativa.

5.1.3-EFEITO DA IDADE DO DOADOR

A idade do doador ¢ um fator importante a ser considerado no processo de
doagdo sanguinea para transfusdo. Desta forma, a caracterizardo das amostras de ST,
MC e PL foi avaliada em funcao da idade do doador. J4 que poderdo ser doadores de
sangue ou hemocomponentes pessoas com idades entre 18 e 65 anos de idade, as
amostras foram divididas em dois grupos: adultos que potencialmente podem ser

doadores e idosos com idade superior a 65 anos.

5.1.3.1 - AMOSTRAS DE CONTROLE

Para as amostras de ST, os perfis de espalhamento caracteristicos dos grupos de
adultos e idosos sdo significativamente similares, com exce¢do da posi¢ao do primeiro
pico. Para o grupo de adultos, o valor médio de 0; ¢ menor do que para o grupo de

1dosos.
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De outra forma, para as amostras de MC, com excecao para FWHM, e 1,/1,, os
valores médios dos demais parametros de caracterizagao obtidos para o grupo de adultos

foram significativamente menores que os obtidos para o grupo de idosos.

Para as amostras de PL, somente os valores médios de 0, e I;/I, ndo apresentaram
diferencga significativa. Novamente, para os demais parametros, os valores médios do

grupo de adultos foram significativamente menores que para o grupo de idosos.

De modo geral, pode-se verificar que o fator idade influencia os valores médios
dos parametros de caracterizagdo dos perfis de espalhamento das amostras estudadas.
No entanto, esse fator mostrou-se menos importante para as amostras de ST. Os valores
médios dos parametros que apresentaram diferengas significativas, independentemente

do tipo de amostra, foram menores para o grupo de adultos.

5.1.3.2 - AMOSTRAS IRRADIADAS

Para as doses de 25 Gy e 30 Gy os perfis de todas as amostras analisadas nao
apresentaram mais qualquer diferenga estatisticamente significante. Para as amostras de
ST, ja com 15 Gy ndo se podia observar diferengas significativas entre os perfis de

espalhamento dos dois grupos.

Para as amostras de MC e PL irradiadas com 15 Gy pode-se observar que os
valores medidos de 0; e 0, sdo pouco dispersos em relacdo as médias e medianas
encontradas. Pode-se também observar que as posicdes dos picos dos perfis de
espalhamento caracteristicos para o grupo de adultos é sempre menor que as posi¢cdes

desses mesmos picos para o grupo de idosos.

As amostras irradiadas com 20 Gy apresentaram o comportamento atipico
também quando se considerou o fator idade. Para as amostras de ST e PL, as posi¢des
dos dois picos apresentaram diferencas estatisticamente significantes. No entanto, para
as amostras de PL a posicao do primeiro pico foi maior para o grupo de adultos que para
o grupo de idosos. Para as amostras de MC, os perfis para os dois grupos etarios foram

significativamente semelhantes.
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Desta forma, pode-se concluir que considerando as duas faixas etarias
analisadas, os perfis de espalhamento de todas as amostras de ST, MC e PL tendem a
confundir suas caracteristicas especificas em fun¢do do aumento de dose. Logo, de
forma geral, ndo se pode mais diferenciar as caracteristicas das amostras de ST, MC e
PL quando as amostras sofrem irradiacdo independente da faixa etdria a qual pertence o

doador.

5.2 -SR-TXRF

5.2.1 - AMOSTRAS DE CONTROLE

Os resultados mostraram que os elementos K e Ca sdo predominantemente
encontrados nas amostras de ST e PL. Em contrapartida, o Fe ¢ predominantemente
encontrado nas amostras de ST e MC, como era esperado ja que o Fe ¢ o principal
componente da hemoglobina. A concentracdo de Zn ¢ similar nas amostras de ST, MC e

PL.

5.2.2 - AMOSTRAS IRRADIADAS

Dentro do nivel de confianga estabelecido (a=0,05), ndo se verificou variagao
significativa na concentragdo de Ca em fun¢do da dose, considerando o intervalo de

doses estudado, para nenhum grupo de amostras.

Em contrapartida, o K foi o Unico elemento que sofreu alteracdes significativas
em sua concentragdo para todas as amostras analisadas. Nas amostras de ST ¢ MC
verificou-se uma diminuicdo significativa em sua concentracdo quando comparadas
com as amostras de controle. Ao contrario, nas amostras de PL a concentracdo de K
apresentou um aumento significativo quando comparado com as amostras de controle.
Mantendo o mesmo comportamento atipico das amostras irradiadas com 20Gy, as
diferengas entre as concentragdes de K encontradas para as amostras de MC ndo se
mostraram estatisticamente significante quando comparadas com as amostras de

controle.
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A concentragdo de Fe apresentou diferencas significativas apenas para as
amostras de ST e PL. Os resultados mostraram uma diminui¢ao da concentragao do Fe

para todas as doses analisadas.

A concentracao de Zn apresentou uma diminui¢do significativa em fun¢do do
aumento de dose somente para as amostras de ST. Nao houve diferencas significativas
para as amostras de MC e PL. No entanto, as amostras de MC irradiadas com 20 Gy
apresentaram um aumento significativo para a concentra¢do de Zn quando comparada

com as amostras de controle.

Esses resultados obtidos para amostras irradiadas com doses de 15 Gy a 30 Gy
confirmam o comportamento verificado para as amostras irradiadas com doses de 2 cGy
a 100 cGy (MOTA, 2008). Deste modo, a analise feita neste trabalho pode ser
generalizada para o intervalo de 2 cGy a 3000 cGy.

5.3 - CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Esse trabalho permitiu caracterizar amostras de ST, MC e PL usando-se as
técnicas de espalhamento coerente e fluorescéncia por reflexao total de raios X dentro
de um nivel de significancia bastante alto (95%). Os resultados apresentados englobam
e complementam trabalhos anteriores (FILGUEIRAS, 2006; MOTA,2008) servindo,

entdo, como base para trabalhos futuros.

Além disso, esse trabalho abre novas perspectivas quanto ao estudo de avaliagao
do efeito de dose em amostras de sangue humano e hemocomponentes. Com as técnicas
de espectrometria utilizadas foi possivel avaliar o impacto do processo de irradia¢do a
nivel molecular e elementar em amostras de ST, MC e PL no intervalo de dose
geralmente utilizado para irradiagdo de sangue humano e hemocomponentes para a

pratica transfusional.
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A analise de dose-efeito foi realizada considerando a idade do doador e se
limitou a avalia¢do das variagdes das concentragoes de K, Ca, Fe e Zn em amostras de

sangue total, matriz celular e plasma. Nesse sentido, sugere-se:

. Estudo de dose-efeito em outros hemocomponentes indicados para
pratica transfusional: concentrado de hemadcias e plaquetas, eritrocitos, leucocitos;

o Andlise mais abrangente seja realizada de modo que outros fatores
associados ao doador sejam levados em conta: sexo, patologias ¢ medicacdo associadas,
condicao nutricional;

. Avaliagao da variagdo de outros elementos importantes presentes nas
amostras, tais como: Cr, Mn, Cu, Br, Rb, Pb;

. Utilizagdo de outras metodologias de preparacdo de amostras para SR-
TXREF.

o Avaliagdo mais ampla de dose-efeito considerando a dose de 20 Gy.
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