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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)
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Com base nos dados alarmantes sobre a disseminacdo da tuberculose, divulga-
dos pela Organizacdo Mundial de Salde, esta pesquisa visou a caracterizacdo morfolé-
gica e a quantificacdo de bacilos em amostras cultivadas e clinicas (secre¢des), por meio
de imagens neutrongraficas de bactérias do género Mycobacterium, em especial da My-
cobacterium tuberculosis, num menor tempo de diagndstico, em relacdo ao requerido
pelas técnicas de baciloscopia e de cultura, utilizadas em laboratdrios de analises clini-
cas. As amostras foram dopadas com boro-10, depositadas sobre laminas do detector de
tracos nucleares, CR-39, que foram expostas ao feixe de néutrons térmicos provenientes
do canal de irradiacdo J-9 do reator Argonauta, IEN/CNEN. Posteriormente, os detecto-
res foram revelados em solugdo de NaOH. Acredita-se que questdes relacionadas a ade-
réncia e/ou a insercdo do boro-10 nos microrganismos ndo permitiram a obtencdo de
imagens neutrongraficas conclusivas. Entretanto, o uso de novos compostos de boro,

que atuem como carreadores para o bacilo, podera resolver essa questao.
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The World Health Organization has divulgated alarming data on the spread of tubercu-
losis. This research aimed at characterizing and quantifying bacilli in cultivated and
clinical (secretion) samples through neutron radiographic images of bacteria of the ge-
nus Mycobacterium, especially Mycobacterium tuberculosis in a shorter time diagnosis
in relation to the culture and sputum smear techniques commonly used in clinical analy-
sis laboratories. The samples were doped with boron-10, deposited on CR-39 solid stage
nuclear track detectors and then exposed to thermal neutron flux from J-9 irradiation
channel of Argonaut nuclear reactor of Nuclear Engineering Institute (IEN) of the Na-
tional Commission of Nuclear Energy (CNEN). Afterwards, the detectors were etched
in NaOH solution. It seems that adherence and/or insertion of boron-10 in the microor-
ganisms did not allow conclusive neutron radiographic image acquisition. Nevertheless,

boron compounds that act as bacilli carriers may be used to solve this issue.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

I.1 - GENERALIDADES
I.1.1- Aspectos da Neutrongrafia

A Neutrongrafia € uma técnica de obtencdo de imagens que utiliza o néutron
como particula incidente. Descoberta por Kuhn e Kallmann, em 1935, nos altimos 40
anos foi efetivamente reconhecida como uma poderosa ferramenta para a realizacdo de
Ensaios Nao-Destrutivos, em situacdes em que a Radiografia e a Gamagrafia ndo apre-
sentam resultados satisfatorios. Ela faz parte de um ramo da Fisica, denominada Fisica
Nuclear, surgida no inicio do século passado, através das pesquisas de renomados cien-
tistas, entre eles James Chadwick, descobridor dos néutrons (1932) e o casal francés
Irene Curie e Frédéric Joliot, que, em 1934, descobriu a radioatividade artificial ou in-
duzida, bombardeando boro e aluminio com particulas alfas e observando que os produ-
tos dessas transformagdes nucleares induzidas eram radioativos. Trabalhos posteriores
mostraram que reacBes nucleares induzidas por prétons, néutrons, fétons e déuterons
também resultavam em produtos radioativos sendo os néutrons muito efetivos para pro-
duzir essas transformac@es, porque interagem diretamente com os nucleos (KAPLAN,
1978).

Inicialmente, o principal campo de aplicacdo da técnica neutrongréafica se desti-
nava a industria e as engenharias. Porém, os avancos alcangcados ao longo dos anos pos-
sibilitaram sua utilizacdo em outras areas do conhecimento. Por exemplo, na Geologia,
ela é empregada em pesquisas relacionadas a porosidade de rochas e camadas em solos
sedimentares; na Biologia, no estudo do crescimento de raizes e irrigacdo do solo; na
Arte, para investigacdo de pinturas e inspecdo de objetos pertencentes a civilizagbes
antigas. Destacamos, também, sua aplicacdo na area forense, onde é usada para atestar a

autenticidade ou integridade de documentos, no setor de manutengéo de aeronaves Civis



e militares e, também, na Seguranca Publica, onde a Neutrongrafia € a Unica técnica

capaz de detectar drogas e explosivos escondidos em recipientes metalicos.

1.1.2 — Aspectos da Microbiologia

As condicOes muito especiais, na Terra primitiva, que favoreceram o surgimento
do primeiro ser vivo é uma das questdes cientificas que tem acompanhado o homem por
muito tempo. Apesar de sua longa existéncia, somente no século XVII eles foram ob-
servados pela primeira vez, atraves dos trabalhos pioneiros do cientista inglés Robert
Hooke, o primeiro a relatar a observacdo de microrganismos, usando um microscépio
rudimentar, e do naturalista holandés Antoni van Leeuwenhoek, que, também utilizando
microscopios rudimentares, mas com maior poder de ampliacdo, foi o pioneiro na des-
cricdo detalhada de organismos invisiveis a olho nu, que ele denominou “animaliculos”,
presentes em aguas de chuvas (protozoarios de vida livre), &gua de poco (bactérias, fun-
gos e outros protozoarios) tornando-o um dos fundadores da Microbiologia. Porém, o
reconhecimento da importancia desses microrganismos e, conseqiientemente, da Micro-
biologia como ciéncia, se deu na segunda metade do século XIX, com a comprovagéo
de gue os microrganismos originaram-se de pais iguais a eles proprios sendo o0s respon-
sdveis pelo processo de fermentacdo do suco de uva e, também, que um tipo de micror-

ganismo especifico era o agente de uma doenca especifica (PELCZAR et al, 2008).

Muitos desses seres microscopicos desempenham um papel crucial para o bem
estar do homem e da vida no planeta; por exemplo, os decompositores transformam a
matéria orgénica de organismos mortos em matéria inorganica, disponibilizando de
forma continua os elementos quimicos necessarios a outros seres vivos, enquanto 0S
fotossintetizantes e 0s quimiossintetizantes sao indispensaveis no processo de geracao
de alimentos e energia em ecossistemas terrestres e aquaticos. Alguns séo responsaveis
pela digestdo e sintese de vitaminas K e algumas do complexo B no intestino; ha aque-
les que sdo utilizados para melhorar a producdo de alimentos, exploracdo de minérios e
outros usados como biorremediadores na recuperacao de ambientes e ecossistemas con-
taminados. Além do mais, com o advento da engenharia genética, as bactérias tém sido
manipuladas para produzirem substancias terapéuticas, como, por exemplo, a insulina e

0 hormonio do crescimento. Por outro lado, existem aqueles que sdo nocivos; causam



doencas que podem levar ao dbito, quando ndo séo identificados e combatidos em tem-
po habil (TORTORA et al, 2005, PELCZAR et al, 2008, TRABULSI et al, 2008).

Nessa pesquisa, 0 microrganismo de interesse € a espécie Mycobacterium tuber-
culosis, (MTB), ou bacilo de Koch, agente etioldgico da tuberculose (TB), doenca infec-
to-contagiosa de evolucdo lenta que apesar de totalmente curavel, é responsavel pelo
obito de milhdes de pessoas no mundo, a cada ano. Resultados de segiienciamento de
DNA em uma amostra de 0sso de biséo, datada de 17.000 anos, confirmaram a presenga
de uma patologia compativel com a tuberculose. Da mesma forma, patologia similar foi
encontrada em 0ssos de bovids (mamiferos da familia bovidae) que habitavam a Ameéri-
ca do Norte no Pleistoceno, sugerindo que essa doenca ja existia no continente, desde 0s
seus primdrdios e que esses animais foram os vetores que transportaram 0s microrga-
nismos primitivos (ROTHSCHILD et al., 2001, DONOGHUE et al., 2005).

Apesar da reducdo mundial dos indices epidemiol6gicos da doenca entre as dé-
cadas de 50 e 80 do século XX, principalmente nos paises de Primeiro Mundo, em con-
sequéncia do uso de drogas eficazes e melhoria global na infra-estrutura sanitaria, fato-
res como: o fluxo migratério entre paises e continentes de individuos infectados pelo
bacilo de Koch, abandono do tratamento pelo paciente, o surgimento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, AIDS (sigla em inglés), nos anos 80 e a resisténcia desse
microrganismo aos antibidticos especificos, favoreceram o ressurgimento da tuberculo-
se nas Ultimas décadas (SILVA e BOECHAT, 2004). Os grandes avancos tecnoldgicos
ocorridos no final do século XX e inicio do século XXI, principalmente, aqueles para
fins de diagndstico, ndo permitem a realizacdo de exames mais especificos com recursos
financeiros minimos, dificultando acesso dessas novas tecnologias pela maioria dos
laboratdrios de andlises clinicas, que continuam utilizando os métodos tradicionais, co-
mo a baciloscopia e o cultivo da micobactéria em meios de cultura adequados, necessi-

tando de um tempo para o diagnostico de varias semanas.
1.2 — Motivacdo
Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 2009), mais de 2 bilhdes de

individuos (33,3 % da populacdo mundial) esta infectada com o M. tuberculosis (MTB)

e 1 em cada 10 desses individuos vdo desenvolver a tuberculose em algum momento da



vida. Ela € a principal causa de morte por doenca infecciosa, sendo responsavel por 2,9
milhGes de Obitos, anualmente. Apesar de ser uma pandemia mundial, segundo os dados
publicados no WHO Report 2008 Global Tuberculosis Control Surveillance, Planning,
Financing, a maior concentragdo de individuos doentes ocorre no Sudeste Asiatico e
Africa sub-Saariana, mantendo a estatistica de Relatorios anteriores. Segundo o Relato-
rio de 2008, 9,24 milhdes de casos novos e 1,7 milhdes de dbitos por TB ocorreram em
2006, em todo o0 mundo (WHO, 2008).

Esse mesmo relatério, com base nas estimativas do numero de casos de incidén-
cias, em 2006, (para todas as formas de TB) classifica o Brasil em 15° lugar entre os 22
paises responsaveis por 80% do total de casos de tuberculose no mundo. Além disso,
assinala uma prevaléncia de 50 milhdes de infectados com cerca de 111.000 casos no-
vos e 4000 ébitos ocorrendo anualmente. Embora a doenga ocorra em todas as regies
do Brasil, as capitais com maior taxa de incidéncia sdo o Rio de Janeiro, Manaus e Reci-
fe, devido a concentracdo de pessoas doentes nas comunidades carentes, conjugado a

acdo inadequada dos servicos de satde publica e baixa adesao ao tratamento.

Dentre os fatores que contribuem para o aumento global, em grande escala, da
tuberculose, pode-se citar o crescimento da pobreza e as condi¢es sub-humanas nas
periferias das grandes metrépoles, nos campos de refugiados e nos presidios; razdo de
cunho socio-econémico, em virtude da desestruturacdo de antigas poténcias mundiais,
como, por exemplo, a URSS (TOUNGOUSSOVA et al, 2006); a infecgcdo pelo HIV,
pois esse virus reduz a eficacia do sistema imunoldgico do individuo favorecendo a dis-
seminacao do bacilo da tuberculose pelo seu corpo, e, por fim, a crescente resisténcia da
MTB aos medicamentos (MARTIN e PORTAELS, 2007, PALMERO, 2007).

I.3 — Objetivo e relevancia do trabalho

Os dados divulgados pela Organizacdo Mundial da Saude sobre a situacdo da
Tuberculose em ambito mundial e, a demanda de procedimentos diagndsticos rapidos,
motivou essa pesquisa, que tem por objetivo a obtencdo de imagens neutrongraficas da
espécie Mycobacterium tuberculosis dopadas com boro e depositadas sobre detectores
em estado sélido de tracos nucleares e, a partir dessas imagens, desenvolver um proto-

colo que viabilizasse sua identificacdo em escarro de individuos com suspeita de tuber-



culose, em tempo inferior ao necessario na baciloscopia e na cultura. Uma vez que a
imagem de microscopia Optica desses bacilos submetidos a coloracdo especifica para a
espécie (Ziehl-Neelsen ou Kinyoun) e ampliado de 1000x é muito pequena, a expectati-
va é que a metodologia desenvolvida nessa pesquisa proporcione imagens maiores dos
bacilos, ja que o processo de revelacdo do detector de tragcos nucleares proporciona uma
ampliacdo adicional de 1000x, e, portanto, venha facilitar a analise semi-quantitativa
das amostras em questdo, e possivelmente, de outras doencas micobacterianas que in-
fectam a populagdo mundial, como, por exemplo, a hanseniase, cujo agente etiologico é
a Mycobacterium leprae, e doengas que acometem mamiferos ruminantes domésticos e
silvestres, tal como, a paratuberculose, também conhecida por doenca de Johne, causada
pela Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (Map), que traz sérios prejuizos a
pecuaria nacional (GOMES et al., 2002). Independentemente do custo para a implemen-
tacdo da metodologia, a disponibilidade de outro método de diagndstico é perfeitamente

justificada dado as estatisticas publicadas sobre a disseminacdo da TB no mundo.

1.3.1 — Objetivos especificos da pesquisa
A pesquisa tem por objetivo desenvolver uma metodologia que:

1. propicie a caracterizagdo morfoldgica da Mycobacterium tuberculosis através de

imagens obtidas com a Neutrongrafia;

2. possibilite a realizacdo de baciloscopia de secrecdes para bacilos alcool-acidos
resistentes (BAAR) sobre [aminas de detectores em estado solido de tragos nu-

cleares;

3. seja uma metodologia complementar a baciloscopia convencional, principalmen-

te para o diagndstico de pacientes paucibacilares.



1.4 — Desenvolvimento Histérico

O néutron é uma das particulas que compde o nucleo atdmico, mantendo-se es-
tavel, somente quando nele confinado. Como particula livre, ele apresenta um tempo de
vida de 12,8 minutos, decaindo, posteriormente, em um préton, com emissdo de um

elétron e um antineutrino. A equacdo do decaimento é:

n—-> p+e+v

Ele foi descoberto pelo fisico inglés James Chadwick, em 1932, no Laboratorio
Cavendish, tendo como base as pesquisas de Walther Bothe, em 1930, que, ao bombar-
dear um alvo de berilio com particulas alfas, observou a presenca de uma radiacdo des-
conhecida e altamente penetrante. Chadwick provou que a radiacdo, observada por Bo-
the, consistia na verdade de um fluxo de particulas de massa igual a 1,008664904(14)
unidade de massa atdmica (u.m.a.), e, portanto, muito proxima a do préton sendo, entre-
tanto, eletricamente neutra. A essa particula foi cunhado o nome “néutron” (GAMOW,
1963). Em 1934, o fisico Enrico Fermi foi o primeiro pesquisador a usar néutrons como

projéteis nucleares.

I.4.1 — Neutrongrafia

Trés anos apos a descoberta dos néutrons, os alemaes Kallman e Kuhn usando
uma fonte de radio e berilio (Ra-Be) e um pequeno gerador de néutrons iniciaram uma
nova técnica de obtencdo de imagens, denominada Neutrongrafia (FISCHER, 1992). A
qualidade das imagens obtidas ndo foi satisfatdria, pois o feixe neutrénico utilizado era
de baixa intensidade e mal definido, exigindo horas de exposi¢do. Em 1944, o aleméo
Peter, O. obteve neutrongrafias de melhor qualidade, com menor tempo de exposicéo,
utilizando um acelerador mais potente (DOMANUS, 1992).

Com o desenvolvimento dos reatores nucleares, ocorrido durante e ap6s a Se-
gunda Guerra Mundial, a intensidade dos feixes neutrénicos apropriados a ensaios expe-
rimentais aumentou em muitas ordens de grandeza, sendo atribuido a Thewlis e Derby-
shire, apds 1956, a primeira utilizacdo de um feixe de néutrons proveniente do reator
BEPO de 6 MW moderado a grafite, para realizar uma Neutrongrafia. Entretanto, so-



mente a partir de 1960, teve inicio o desenvolvimento de um extenso programa para a
construcdo de reatores de pesquisa com alto fluxo neutrénico, o que propiciou a cons-

trucdo de novas unidades neutrongraficas em todo mundo.

Em 1962, o Argonne Nacional Laboratory (ANL) desenvolveu um método para
inspecdo ndo destrutiva de elementos combustiveis irradiados de reatores nucleares; em
1963, Berger determinou experimentalmente a capacidade dos métodos diretos e indire-

tos de deteccdo de imagens neutrongréficas.

Em 1970, tanto nos Estados Unidos, como em alguns paises europeus, a maioria
dos institutos de pesquisa com reatores nucleares possuia unidades e individuos capaci-
tados para realizar Neutrongrafias de objetos e interpretar as imagens obtidas. Para faci-
litar o progresso da técnica, trabalhos coordenados e normas de padronizagdo tornaram-
se necessarias e pesquisas relacionadas a esses topicos foram organizadas em Birmin-
gham, Inglaterra, em 1973, e em Gaithersburg, Estados Unidos, em 1975. Nesse mesmo
ano, Tyuyakov e Shtan publicaram um livro sobre os principios basicos da Neutrongra-
fia (DOMANUS, 1992).

Em 1979, deu-se a formacdo do Grupo de Trabalho sobre Neutrongrafia, sob a
tutela da Comissdo das Comunidades Européias. O encontro inaugural foi realizado em
Riso, na Dinamarca, e 0s encontros anuais subseqlentes ocorreram em sucessivos Cen-
tros de Pesquisa da Comunidade Européia. Em 1981, o Grupo publicou um Manual da
Radiografia de Néutrons e, em 1984, um Atlas sobre a deteccdo de defeitos em elemen-
to combustivel de reatores nucleares, contendo Neutrongrafias de pinos de combustivel
de reatores de poténcia ilustrando os defeitos detectados e classificando-os pelo tipo.
Harms e Wyman publicaram, em 1986, um livro sobre os fundamentos matematicos e
fisicos da Neutrongrafia. Domanus publicou dois livros: um, versando sobre colimado-
res para neutrongrafias térmicas (1987) e o outro (1992) sobre os fundamentos da neu-
trongrafia (DOMANUS, 1992).

Na década de 80, foram realizadas trés Conferéncias Mundiais sobre Neutron-
grafia. A primeira foi realizada em San Diego, USA em 1981, com a apresentacédo de
cerca de 124 trabalhos; a segunda foi realizada em Paris, 1986 e a terceira em Osaka,
Japdo, em 1989 (DOMANUS, 1992).



Na quarta Conferencia Mundial sobre Neutrongrafia realizada nos Estados Uni-
dos, em 1992 e a quinta, na Alemanha, em 1996, foram apresentados, entre outros, tra-
balhos relacionados as areas de: reatores e instalacfes nucleares; fontes de néutrons de
pequeno porte; detectores de néutrons; métodos com filmes radiogréficos; processamen-
to de imagens; neutrongrafias em tempo real; aplicaces nucleares; aplicacdes industri-
ais; aplicacGes bioldgicas e em ciéncias médicas; aplicacdes aeroespaciais; tomografia;

dimensionamento de objetos; e padronizacéo.

Apesar de ter surgido ha mais de 70 anos, somente nos ultimos 50 anos, a Neu-
trongrafia, tem se firmado, como uma técnica de Ensaio N&o Destrutivo (END), mundi-
almente reconhecida, sendo utilizada em situac6es especificas onde os raios-X e 0s raios
gama ndo produzem resultados satisfatorios ou ndo possam ser aplicados. Um grande
passo nesse sentido foi o desenvolvimento da Neutrongrafia com néutrons térmicos,
pelo método de transferéncia, que possibilitou seu uso para objetos radioativos que, até
entdo, ndo podiam ser radiografados com raios-X ou com raios gama, devido a intensi-
dade da radiacéo eletromagnética decorrente das instabilidades nucleares, que interfere

na imagem (ruido).

1.4.2 — Detectores em estado solido de tracos nucleares - Histdrico

A ciéncia dos detectores em estado solido de tragos nucleares (SSNDT) teve ini-
cio, em 1958, com o quimico inglés David Young, pesquisador da General Electric
Research Laboratory, ao observar com um microscopio optico a presenca de tracos su-
perficiais registrados em um cristal de fluoreto de litio (LiF) colocado em contato com
uma folha de urénio, irradiado com feixe de néutrons térmicos e submetidos a um ata-
que quimico. Os néutrons térmicos induziram a fisséo dos nucleos de urénio originando
fragmentos de fissdo que bombardearam o cristal de fluoreto de litio, gerando regifes
danificadas, chamadas tragos (NIKEZIC e YU, 2004).

No ano seguinte, Silk e Barnes, trabalhando no mesmo laboratério e usando um
microscopio eletrdnico de transmissdo (MET), observaram o registro de tracos deixados
por particulas carregadas em mica muscovita natural e, quando cobertas por laminas de

uranio e expostas a um feixe neutrénico provindo de um reator nuclear. A observagéo



dos tracos era instantanea, pois eles iam desaparecendo e se perdiam no feixe de elé-
trons do MET (SILK e BARNES, 1959, FLEISCHER, 1998).

Em 1962, Price e Walker confirmaram os resultados de Silk e Barnes, porém,
descobriram que, em micas sintéticas, desenvolvidas por Louis Navias no laboratério da
GE, os tracos registrados mantinham-se ativos e estaveis. Mostraram, também, que o
uso de um ataque quimico apropriado, por um tempo mais prolongado, propiciava uma
ampliacdo das dimensdes dos tracos que 0s tornavam visiveis em microscépio optico
(FLEISCHER, 1998). Em 1963, Walker, Price e Fleischer demonstram a possibilidade
do uso dos detectores em estado sélido de tracos nucleares (SSNTD) para dosimetria de
néutrons (WALKER et al., 1963) e, em 1966, Becker relatou que reacdes de recuo e
reacOes nucleares do tipo (n,a) poderiam ser usadas com a mesma finalidade (BEC-
KER, 1967).

Em 1978, Cartwright, Shirk e Price descobriram que o polimero CR-39 (Colum-
bia Resina), um plastico resultante da polimerizacdo do mondmero liquido Carbonato
de Diglicol Alilico, desenvolvido, em 1933, para a fabricacdo de lentes, era muito efici-
ente para detectar particulas carregadas (CARTWRIGHT et al., 1978). Nos anos que se
seguiram, as pesquisas voltadas ao estudo das propriedades do CR-39 como material
detector revelaram que ele apresentava uma alta sensibilidade para detectar néutrons
com energia entre 100 keV a 18 MeV (HENSHAW, 1982). A nitidez com que 0s tragos
gravados apareciam sobre a superficie do detector possibilitou o desenvolvimento de
sistemas automaticos de contagem de tracos, compostos por microscopio, monitor de
TV, camera fotogréafica e analisador de imagem. Essa capacidade tornou os detectores
CR-39 bastante populares nos meios cientificos. Atualmente, o tipo de CR-39 mais uti-
lizado na técnica de deteccéo de tracos é o PM355 SUPERGRADE, uma versao melho-
rada do CR-39, fabricado pela empresa Page Mouldings Ltda (Pershore), apresentando
menos defeitos inerentes ao processo de fabricacdo do que os CR-39 usados na fabrica-
cdo de lentes de déculos e que parece ser o mais adequado para detectar ions leves num
intervalo de energia de 0,1 MeV a dezenas de MeV, além de serem os mais sensiveis a
prétons e deutérios em baixa e alta energias, (70-300 keV) e maior do que 1,7 MeV,
respectivamente (SZYDLOWSKI et al., 2005). O notavel desenvolvimento da técnica
de deteccdo de tracos nucleares em detectores solidos propiciou sua aplicacdo nas areas

de Geologia, Ciéncias Espaciais, Dosimetria das RadiacOes, Fisica das Altas Energias,



Radiobiologia, Neutrongrafia, Alfagrafia, Metalurgia, Exploracdo de Uranio, dentre

outras.
1.4.3 — Carreadores de boro-10 — Histérico

Quatro anos apos a descoberta do néutron por Chadwick, em 1932, o biofisico
americano Gordon Locher, do Franklin Institute in Swarthmore, USA descreveu os con-
ceitos basicos para a utilizagdo terapéutica dos néutrons no tratamento do cancer, a par-
tir da interacdo de néutrons de 0,025 eV de energia, chamados néutrons térmicos, com o
radioisotopo boro-10, que apresenta uma das mais altas secdo de choque de microscopi-
ca de absorcdo para néutrons nessa faixa de energia . O fundamento da Terapia de Cap-
tura de Néutrons por Boro (BNCT, sigla em inglés), consiste na incorporagéo do boro-
10 pelo tumor, que ao ser irradiado por néutrons térmicos, desencadeia uma reagdo nu-
clear do tipo °B(n,a)Li’. As particulas alfa e os fons de ’Li, produto da reacdo nuclear,
depositam sua energia in situ destruindo-o, j& que o alcance das particulas alfas e do "Li
no interior das células cancerigenas € muito préximo as suas dimensdes, aproximada-
mente 10 um e 5 um, respectivamente. O sucesso da terapia depende da aquisicao sele-
tiva do boro-10 no interior do tumor, ndo permitindo que células sadias que circundam o
tecido tumoral sejam irradiadas. Como a estrutura quimica dos compostos borados nao
interfere nas suas propriedades nucleares, 0 boro pode se apresentar na forma ibnica,
cristalina, metalica, de moléculas inorganicas ou organicas (GASPAR, 1994, SOLO-
WAY, 1998, CODERRE et al, 2003, YOKOYAMA et al, 2006).

Logo apds a proposicdo de Locher, uma série de compostos comegaram a ser
testados como candidatos a carreadores de boro-10. O foco inicial da pesquisa foi a des-
coberta de compostos borados que fossem incorporados por tumores cerebrais do tipo
Gliobastomas Multiformes. Os compostos de primeira geragdo utilizados foram o 4cido
borico e seus derivados, logo abandonados por sua baixa seletividade e alta toxicidade

para 0 organismo.
Os principais compostos de segunda geragdo surgiram nos anos 60 e sdo eles: o

p- borofenilalanina, (BPA) e o borocaptado de sodio, (BSH). Eles apresentam menor

grau de toxicidade e maior seletividade pelos tecidos cancerigenos. O BPA ¢ utilizado,

10



principalmente na terapia de BNCT das células melanoma maligno e o BSH para célu-

las malignas cerebrais.

Os compostos de terceira geragdo surgiram nos anos 80, a partir do desenvolvi-
mento de técnicas que permitem a insercdo ou o acoplamento de cristais de boro a ma-
cromoléculas organicas ou em biomoléculas com atividades bioldgicas. Nessa categoria
encontram-se 0s nucleosideos, os aminoacidos, as enzimas, as porfirinas (BOPP), lipo-

proteinas de baixa densidade, lipossomos.

1.4.4 — Eletroporacdo ou Eletropermeabilizacéo - Historico

A Eletroporagdo ou Eletropermeabilizacdo é o fenémeno da desestabilizacdo da
membrana celular quando submetida a pulsos elétricos de alta voltagem por curto inter-
valo de tempo, promovendo a formacdo de poros transitorios na matriz lipidica, permi-
tindo a migragdo ndo seletiva de ions e moléculas através da molécula. Ela surgiu entre
as décadas de 60 e 70 do século passado baseada em pesquisas tedricas e experimentais
com a dupla camada das membranas celulares, porém seu uso s6 se popularizou durante
0s anos de 80 com os trabalhos pioneiros de Wong e Neumann relacionados a transfe-
réncia genética em células de mamiferos. Atualmente € uma técnica rotineira, utilizada
em Biologia Celular e na area de Biotecnologia para transferéncia genética de DNA
para regido interna de bactérias, leveduras e células de animais e de plantas; hibridagao
de células e insercdo de moléculas em células. Na Medicina é usada no transporte de
quimioterapicos para o tratamento de cancer e em terapias genéticas (XIE e TSONG,
1992, MIR, 2000).

Os mecanismos responsaveis pelo fendmeno da eletroporacdo da membrana nédo
sdo bem entendidos e os modelos tedricos propostos ndo explicam todos os resultados
experimentais obtidos (XIE e TSONG, 1992, ROLS e TEISSIE, 1998, MIR, 2000,
KOTNIK et al., 2003, MATSUMI et al., 2008).

1.4.5 — Tuberculose: origem no passado remoto

Segundo as técnicas modernas de genética molecular e seqlienciamento genéti-

co, por exemplo, a reacdo em cadeia de polimerase, (em inglés, Polymerase Chain Re-
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action - PCR) as espécies do género Mycobacterium tiveram sua origem num passado
bastante remoto, ha cerca de 150 milhdes de anos, na Gondwana (DANIEL, 2006). Ka-
pur, Whittam e Musser estimaram que a espécie M. tuberculosis originou-se entre
20.400 e 15.300 anos atras, periodos em que 0s pesquisadores acreditam ter ocorrido
duas grandes migracGes do homem saindo da Sibéria em direcdo as Américas pelo A-
lasca (DANIEL, 2000).

Gutierrez et al (2005) sugerem a presenca de um progenitor primitivo da M. tu-
berculosis, no leste da Africa, ha cerca de 3 milhdes de anos e que eles poderia ter in-
fectado ancestrais hominideos. Esse e outros grupos voltados para essa linha de pesqui-
sa tém admitido que: 1) todos os membros modernos do complexo M. tuberculosis
(constituido pela M. tuberculosis e seus variantes africanos M. africanum e M. canettii,
mais a M. bovis) tiveram um ancestral africano comum entre 35.000 e 15.000 anos a-
trés; 2) descendentes modernos sdo origindrios de um ancestral comum a cerca de
20.000 e 15.000 anos; e 3) muito da diversidade presente entre esses descendentes ori-
ginaram-se entre 250 e 1.000 anos atras. Talvez, o surgimento da tuberculose tenha re-
sultado do encontro dos ancestrais da M. tuberculosis com os ancestrais do homem, no
leste da Africa, e tenha se espalhado por todo o planeta, ao longo de milénios, em con-
sequéncia da migracdo desses povos africanos para as regides européias e asiaticas, e

através do Estreito de Bering para as Américas.

A descoberta da tuberculose na América do Sul se deve as pesquisas realizadas
em mumias encontradas no deserto do Peru e do norte do Chile. Na América do Norte,
0s principais sitios foram a regido central dos Estados Unidos e o Lago Ontario, no Ca-
nadad. Os dados arqueoldgicos provam a presenca da doenca nas Américas a cerca de
dois milénio (PRAT e SOUZA, 2003).

A presenca da tuberculose no Egito, a mais de 5.000 anos, foi confirmada, a
partir de estudos realizados em tecidos de mimias e atraves de descri¢des encontradas
na arte egipcia (CAVE, 1939). Da mesma forma, existem textos indianos e chineses
com mais de 3.300 anos e 2.300 anos, respectivamente, descrevendo a doenca nessas

regioes.
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Na Grécia classica, a doenca era denominada Phthisis (Tisica) ou Consumption
(Consumpcdo) e seu conhecimento se deve as descri¢fes feitas por Hipdcrates (400
a.C), em sua obra, Book I, Of the Epidemics, na qual, dentre outras coisas, escreveu: “A
consumpcéo foi a mais importante das doencas que prevaleceram e a Unica que se mos-

trou fatal a muitas pessoas”.

No século Il da era cristd, Clarissimus Galen, o mais destacado médico, depois
de Hipocrates, definiu a tisica como uma ulceracdo dos pulmdes, térax ou garganta a-
companhado de tosse, febre baixa e debilidade do corpo devido ao pus. Recomendava ar
fresco, leite e viagens maritimas para seu tratamento (PEASE, 1940, LEAO e PORTA-
ELS, 2007). Ele suspeitava da sua natureza contagiosa e rejeitava a idéia da doenca ser
hereditaria; sendo assim, recomendava as pessoas que fossem cuidadosas ao manter

contato intimo com os consumptivos (tuberculosos) (HERZOG, 1998).

Uma das mais notaveis descricdes da doenca foi feita pelo médico romano do
século V d.C, Caelius Aurelianus, que revelou um conhecimento clinico surpreendente
para a época: “Os pacientes sofrem de uma febre latente que comeca a noite e desapare-
ce outra vez no nascer do dia. E acompanhada de tosse violenta, expelindo escarro le-
vemente purulento. O paciente fala com uma voz rouca, respira com dificuldade e tem a
face ruborizada pela febre. A pele no restante do corpo é palida e os olhos tém uma ex-
pressdo cansada. O paciente é fragil na aparéncia, mas as vezes mostra surpreendente
atividade fisica ou mental. Em muitos casos, uma respiracdo ofegante pode ser ouvida
no peito, e quando a doenca se espalha, suores sdo vistos na parte superior do peito. Os
pacientes perdem o apetite ou sofrem de forte dor da fome. Eles sdo as vezes, também,
muito sedentos. As extremidades dos dedos incham e as unhas curvam-se muito”
(HERZOG, 1998).

Na Renascenca, o italiano Fracastorius de Verona (Girolamo Fracastoro 1478—
1553), em sua obra De contagione et contagiosis morbis, de 1546, postulou pela primei-
ra vez que a tuberculose era transmitida por um “virus” invisivel que poderia sobreviver
por 2 anos nas roupas dos comsumptivos. Segundo Fracastorius “a doenca origina-se de

uma ulcera pulmonar adquirida, do qual o pus é descarregado”.
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No século X1V, iniciaram-se as investigacOes sobre as bases patoanatdbmicas da
doenca e, no século XVI, desenvolveram-se as técnicas de exames post-mortem que
permitiram relacionar os resultados das autdpsias aos sintomas. Porém, somente no sé-
culo XVII, surgiram varios trabalhos com a descri¢cdo patoanatdmica mais detalhada da
consumpgcdo. Sylvius de la Boé&, de Amsterda, em seu trabalho Opera Medica (1679),
além de mencionar, pela primeira vez, que os tubérculos eram lesBes caracteristicas, nos
pulmdes e outros 6rgdos dos consumptivos, descreveu detalhadamente as cavidades e 0s
nodulos linfaticos tuberculosos. Segundo a teoria de Sylvius, essas pequenas protube-
rancias no pulmao surgiam das glandulas linfaticas desse 6rgdo, e, portanto, a doenca
tinha sua origem, a partir de uma espécie de degeneracao linfatica. Ele escreveu: “Eu
observei diversas vezes no pulméo protuberancias glandulares menores ou maiores, que
- como manifestado pela sec¢do — tem um contetido purulento. Estes tubérculos gradu-
almente supurante, incluido em uma membrana fina, s&o - em minha opinido - Ulceras e
a phthisis - como eu vejo — origina-se exatamente destes”. Porém, em seu trabalho inti-
tulado Phthisiologia, de 1689, Sylvius escreveu que essas protuberancias eram, as ve-
zes, a causa da doenca. No curso de pesquisas posteriores, a idéia de uma origem glan-
dular para os tubérculos foi, definitivamente, descartada (HERZOG, 1998, MAGYAR,
1999).

O inglés Richard Morton, que também viveu no século XVII, foi o primeiro a
declarar que esses tubérculos eram a condicdo preliminar e necessaria da consumpcao
pulmonar. Morton acreditava que a enfermidade apresentava trés estagios: 1) formacéo
do tubérculo, devido a uma inflamacéo inicial; 2) progressao para Ulcera e 3) finalmen-
te, a tisica (MAGYAR, 1999). Tanto de la Boé quanto Morton acreditavam que a doen-
ca possuia um carater hereditario, ainda que Morton ndo rejeitasse a transmissao por
contato intimo (HERZOG, 1998)

Em 1720, o médico inglés Benjamim Marten divulgou, pela primeira vez, no seu
livro A new Theory of Consumptions, More Especially of a Phthisis or Consumption of
the Lung, que a doenca deveria ser causada por pequenos seres Vivos gue, ao invadir o
corpo, poderia produzir as lesfes e os sintomas da tisica. Essas afirma¢des fundamenta-
vam-se na descoberta do microscépio e isso, provavelmente, o conduziu a idéia de que
pequenos protozoarios e outros organismos visualizados em goticulas de agua pelos

primeiras analises microscopicas pudessem ser 0s responsaveis pela tuberculose. Mar-
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ten teve uma percepcdo epidemioldgica verdadeiramente espantosa, para a época ao
escrever: “Freqlientemente, comer e beber com um tisico ou conversar com ele a uma
distancia tdo curta que parte do seu ar expirado possa entrar nos pulmdes de uma pessoa
sadia, deve produzir a doenga nesta pessoa”. Apesar de publicado em 1720, o livro de
Marten sé se tornou bem conhecido por volta de 1870 (HERZOG, 1998).

Somente a partir do inicio do século XIX, pode-se falar em pesquisas sobre tu-
berculose, no sentido estrito da palavra. E também a partir dessa época, que dados mais
consolidados sobre a phthisis pulmonar puderam ser encontrados. O ponto de partida
para a descoberta da causa da doenca comecou com a discussdo sobre a infecciosidade e
a natureza da enfermidade. O anatomista francés René Théophile Hyacinthe Laénnec,
em seu livro D’Auscultation Mediate (1812), além de descrever de forma objetiva os
aspectos patoldgicos da doenca, também a classificou de duas formas distintas: tubercu-
lose pulmonar e tuberculose extrapulmonar. Um dos fatores que contribuiu significati-
vamente para o desenvolvimento de sua pesquisa foi a experiéncia adquirida com as
autopsias realizadas em pessoas que chegaram ao 6bito em consequiéncia da tuberculo-
se, no Hospital Necker, em Paris, durante a epidemia que assolou a Europa nesse perio-
do (DANIEL, 2006).

A comprovacdo experimental da transmissividade da doenca se deve a varios
pesquisadores, entre eles, Phillips Klencke, Friedrich Gustav Jakob Henle, Jean Antoine
Villemin. Em 1843, Klencke demonstrou pela primeira vez, que um coelho morreu de
tuberculose disseminada ao ser inoculado com material de um tubérculo, porém, consi-
derava a enfermidade de origem tumoral. Henle foi um médico alemdo, pioneiro no
campo da anatomia e patologia microscépica e defendia uma origem microbiana para as
doencas. Em 1844, ele estabeleceu trés postulados para provar a infecciosidade delas: 1)
0 agente causador deve ser encontrado em todos os casos da doenga; 2) ele ndo pode
ocorrer em outras doengas e 3) sua aplicacdo deve sempre provocar a mesma doenca.
Porém, deve-se ao cirurgido militar francés Villemin, a comprovacéo cientifica da ori-
gem infecciosa da tuberculose, em 1865. Inicialmente, ele inoculou alguns coelhos com
uma pequena quantidade de liquido purulento retirado de uma cavidade tuberculosa de
um individuo, por autdpsia. Depois de trés meses, apesar do animal se mostrar aparen-
temente sadio (parece que os coelhos sdo bastante resistentes a tuberculose), ele o sacri-

ficou e, finalmente, observou gque o animal estava tuberculoso. Além disso, Villemin foi
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0 primeiro a sugerir que a doenca é provocada por um microrganismo especifico presen-
te no ar, observando que soldados sadios desenvolviam a enfermidade, ao compartilha-
rem o mesmo local (barracas em acampamento militar) com soldados doentes (HER-
Z0G, 1998, DANIEL, 2006).

Em 1877, Theodor Klebs conseguiu manter pela primeira vez o agente causador
da tuberculose vivo em proteinas, por cultivo in vitro, podendo, entdo, utiliza-los para
produzir a doenca em animais de laboratorio. Entretanto, mesmo assim, ele nao foi ca-
paz de identificar o organismo (HERZOG, 1998).

Em 24 de marco de 1882, Hermann Heinrich Robert Koch, que fora aluno de
Henle, em uma palestra proferida para a Sociedade Fisioldgica de Berlim, no Hospital
Charité, intitulada Die Atiologie der Tuberkulose, demonstrou a existéncia do bacilo da
tuberculose. Koch era um talentoso microscopista e produziu evidéncias irrefutaveis de
que esse microorganismo era o causador da tuberculose, desenvolvendo metodologias
para obtencdo do meio de cultura sélido, recipientes para incubacdo, métodos de desin-
feccdo e técnica especial de coloracdo que permitia a visualizacdo de bastdes finos in-
crustados em tecidos tuberculosos, com o objetivo de preencher os pré-requisitos neces-
sarios a definicdo de doencas contagiosas estabelecidos por Henle (HERZOG, 1998,
KAUFMANN e SCHAIBLE, 2005). Ele também desenvolveu a microfotografia como
ferramenta para documentar suas descobertas, independentemente de testemunhas
(KAUFMANN e SCHAIBLE, 2005). Segundo Ledo, (LEAO e PORTAELS, 2007)
“Koch levou seus microscopios, tubos de teste, frascos pequenos com a cultura e lami-
nas com tecidos (humano e animal) preservados no alcool, para esta apresentacdo. Ele
queria provar ao publico que as bactérias estavam sempre presentes em infeccdes tuber-
culosas e podiam ser cultivadas em soro solidificado, com as primeiras colonias tornan-
do-se visivel a olho nu, a partir da segunda semana. Entdo, mostrou que, 0s porcos-da-
guiné inoculados com o material tuberculoso retirado de pulmdes, intestinos, escrofula
ou cérebros de pessoas e de gados que morreram de TB, desenvolviam a mesma doenca.
Koch provou que, qualquer que fosse a dose e/ou a rotina que ele usasse, ndo importan-
do que espécie de animal ele inoculasse, os resultados eram sempre os mesmos. Os a-
nimais desenvolviam, subseqlientemente, as caracteristicas tipicas de TB. Concluiu di-

zendo que ‘... os bacilos presentes em lesdes tuberculosas ndo somente acompanham a
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tuberculose, mas, precisamente, a causam. Estes bacilos sdo os verdadeiros agentes da
tuberculose” (KAUFMANN e SCHAIBLE, 2005)”.

Somente vérias décadas apos a descoberta do agente etioldgico da tuberculose,
surgiram os primeiros meios terapéuticos eficazes para o tratamento da doenca. O pri-
meiro antibidtico e agente bactericida utilizado, efetivamente, contra a MTB foi a es-
treptomicina, isolada por Selman Waksman e colaboradores, em 1944 (DANIEL, 2006).
Em seguida, foram introduzidos no tratamento o acido para-aminossalicilico (PAS), em
1949; a isoniazida (INH), em 1952; a pirazinamida (PZA), em 1954; o etambutol, em
1962 e a rifampicina (RMP), em 1963 (HERZOG, 1998, DANIEL, 2006). O uso desses
farmacos propiciou uma queda acentuada nos indices epidemioldgicos, principalmente,
nos paises desenvolvidos. No inicio dos anos 50, até o inicio dos anos 80 do século pas-
sado, verificou-se uma acentuada queda na incidéncia da doenca nos Estados Unidos,
paises da Europa e em outros paises desenvolvidos. Até em paises pobres, como o Bra-
sil e india, apresentaram uma queda significativa. Esses resultados deveram-se a im-
plementacdo de melhores condi¢es sanitarias em todo o mundo. Porém, no ano de
1985, observou-se um crescimento nos indices de prevaléncia da tuberculose no mundo
inteiro devido, principalmente, a um maior fluxo migratério intercontinental de infecta-
dos, inclusive para os paises desenvolvidos, e a pandemia da AIDS, que permitiu que
pessoas infectadas por MTB, e posteriormente, pelo virus da imunodeficiéncia adquiri-
da (em inglés, Human Immunodeficiency Virus, HIV), rapidamente adoecessem de tu-
berculose. Em 1995, a Organizacdo Mundial de Saude declarou a tuberculose como uma
emergéncia sanitaria mundial (SILVA e BOECHAT, 2004).

O trabalho apresenta a seguinte organizacao:

No capitulo Il os fundamentos tedricos relacionados a Neutrongrafia, a Microbi-

ologia (em especial ao género Mycobacterium) e a Tuberculose séo apresentados.

O capitulo 111 foi dedicado a descricdo do sistema neutrongrafico utilizado, as-
sim como, a dos protocolos usados na preparacdo das amostras bioldgicas, além do pro-
cedimento de revelacdo do detector, observacdo microscopica das amostras, aquisicao e

processamento das imagens neutrongréficas.
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No capitulo 1V sdo apresentados e discutidos os resultados.

No capitulo V apresentam-se as conclusdes do trabalho e a propostas futuras pa-

ra pesquisa.

18



CAPITULO I

FUNDAMENTOS TEORICOS

I .1 — O néutron
II. 1.1 — Energia dos néutrons

A energia do néutron ¢ um fator preponderante no processo de sua interacdo com
a matéria, pois a probabilidade de que certo tipo de interacdo ocorra depende dela
(KNOLL, 1999). Como essas interagdes apresentam carater muito especifico, os néu-

trons foram classificados de acordo com a sua energia, como mostra a tabela II.1.

Tabela II. 1 — Classifica¢dao dos néutrons quanto a energia (CRISPIM, 1993).

Classe Energia (eV) Subclasse Energia (eV)
frios 0<E<2x107
Lentos 0<E<10? térmicos E ~ 0,025

epitérmicos | 0,1<E<10?

Intermediarios| 10? < E< 5x10°
Rapidos 10°< E < 5x10’
Muito rapidos 10" < E <2x10’

Relativistico E> 10’

Néutrons rapidos podem perder quantidades apreciaveis de energia cinética por
difusdo, ocasionada por colisdes de espalhamento elastico e inelastico, resultando em
néutrons de menor energia, chamados néutrons moderados. A quantidade de energia
perdida pelo néutron por colisdo ¢ fungcdo da massa do nucleo que constitui o meio e do
angulo de espalhamento. A substincia que apresenta a propriedade de reduzir a veloci-
dade dos néutrons ¢ denominada moderador. Néutrons que atingem velocidades proxi-
mas aquelas do movimento térmico dos dtomos ou moléculas do material moderador

com quem interagiram sdo chamados néutrons térmicos (KAPLAN, 1978).
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II. 1.2 — Interagao dos néutrons com a matéria

A auséncia de carga elétrica possibilita ao néutron ignorar os campos eletrostati-
cos produzidos pela eletrosfera e pelo ntcleo atdmico e interagir, diretamente, com o0s
nucleons dos nucleos, mediante for¢as nucleares, ou magnéticas, uma vez que o seu
momento magnético ¢ nao-nulo. O mecanismo de interacdo e a conseqiiente atenuacao
dessas particulas dependem de sua energia e da estrutura do nucleo em questdo. Os dois
principais mecanismos de interacdo do néutron com a matéria sdo o espalhamento e a

absorc¢do (CRISPIM, 1993, ANDRADE, 2002).

1°) Espalhamento Elastico (n,n) — neste processo, o nicleo com o qual o néutron in-

teragiu ndo tem sua estrutura alterada, ocorrendo apenas uma simples transferéncia de
energia cinética e de momento linear. Um outro néutron reaparece € o nucleo mantém o
seu estado fundamental. Essa interacdo ¢ analoga a uma colisdo eléstica entre duas esfe-

ras rigidas.

2°) Absorcdo — neste processo, o nucleo captura o néutron e sofre modificagcdes na
sua estrutura, devido a ndo conservagdo da energia cinética no processo. Uma fragdo
dessa energia ¢ responsavel pelo estado excitado do nucleo formado, denominado nu-
cleo composto, que, ao retornar ao seu estado fundamental, proporciona a ocorréncia de

varios fendmenos, sendo os principais:

a) Espalhamento ineléstico (n,n’), (n,n’»), — o nucleo composto emite um outro
néutron e retorna ao seu estado fundamental, geralmente, com emissao de raios
gamas. Para que esse mecanismo ocorra, ¢ necessario que o néutron incidente
possua uma energia cinética superior a um limiar, cujo valor depende do nucleo
com o qual ele iré interagir.

b) Captura radioativa — o nicleo composto atinge a estabilidade, emitindo um ou
mais fotons ou particulas. Reagdes do tipo (n,»), (n,2n), (n,p), ou (N,@) podem
ocorrer;

c) Fissdo nuclear — o nucleo composto de um atomo pesado fragmenta-se em dois
ou trés nicleos mais leves, emitindo em geral dois ou trés novos néutrons, com

energia média de 2 MeV (CRISPIM, 1993, ANDRADE, 2002).
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O parametro que especifica a probabilidade de ocorréncia de uma reacdo nuclear
do tipo néutron-nucleo de um material alvo é denominado se¢dao de choque. Conceitu-
almente, a secdo de choque microscopica (simbolo o) pode ser entendida, classicamen-
te, como a medida da fracao da area do nucleo atdmico disponibilizado para ser atingido
por uma particula incidente e possibilitar que a rea¢do nuclear ocorra. A unidade de

medida associada a se¢do de choque ¢ o barn (simbolo b), que equivale a 10* cm2.

A probabilidade de interagdo néutron-nucleo € extremamente pequena, entretan-
to, quando ela ocorre, o néutron pode ser espalhado ou absorvido. Usualmente, distin-
gue-se a secdo de choque microscopica de espalhamento (o;) da se¢do de choque de
absor¢do (o,), sendo a se¢do de choque microscopica total a soma das duas parcelas,
isto é:

o= oyt o, (1

A segdo de choque microscopica de absor¢do (G,) € a soma das parcelas da se-
cdo de choque microscopica inelastica (Oj,), se¢do de choque microscopica de captura

radioativa (O;), secdo de choque microscdpica de fissdo (Oy).
G, = Oin + Oyt Of (2)
Os processos interativos competem entre si. Assim, a fragdo de colisdes que re-
sulta numa reacao particular dependera da secdo de choque relativa para a reagdo envol-

vida. No entanto, para certas energias, algumas das interagdes ndo ocorrem ou sdo des-

preziveis, nao colaborando para a se¢ao de choque total (BECKURTS ¢ WIRTZ, 1964).

O produto da se¢do de choque microscopica, o, pelo nimero de nucleos atdomi-
cos idénticos contidos em um volume de 1cm?® de um material, N, ¢ denominado secao

de choque macroscopica, 2.

2=cN €)
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Analogamente, a se¢do de choque microscopica total, a se¢do de choque macroscopica

total sera dada por:

Zt = ZS+ Za (4)

Fisicamente, interpreta-se > como a probabilidade, por unidade de caminho
percorrido, que algum tipo de interagcdo ocorra, quando um néutron, com velocidade Vv,

interage com o material.

I1.2 — Neutrongrafia (NR) — Consideragdes Gerais

Os trés principais componentes envolvidos na obten¢do de Neutrongrafia de ob-
jeto sdo: a) um feixe de néutrons apropriado; b) o objeto a ser inspecionado e ¢) um dis-
positivo para registrar, prontamente ou por decaimento radioativo, a informagao trazida
pela radiagdo gerada em funcao do fluxo neutronico transmitido através do objeto, con-

forme ilustra a Figura II.1 (DOMANUS, 1992).

= > 3> > —»
= O
>
X T T
Fonte de Feixe de objeto -
néutrons néutrons registrador

Figura II. 1 — Principais componentes de uma NR obtida pelo método direto de exposi-

¢ao.

II. 2.1 — Fontes de néutrons para Neutrongrafia

As fontes de néutrons mais utilizadas em Neutrongrafia sdo os reatores nuclea-
res, os aceleradores e as fontes radioisotdpicas. A intensidade da fonte e o espectro de
energia dos néutrons afetam diretamente o tempo de exposi¢do e a eficiéncia de forma-
¢do da imagem; as fontes estdo, também, indiretamente relacionadas com a colimagdo

do feixe, que afeta a definicdo da imagem. Assim, para uma determinada aplicacdo neu-
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trongrafica, a escolha da fonte vai depender principalmente das caracteristicas desejadas
do feixe neutronico. Todavia, fatores, tais como: custo, complexidade, portabilidade,
problemas de blindagens, devem também ser considerados. A tabela 1.2 dispde algu-

mas caracteristicas das fontes de néutrons térmicos (CRISPIM, 1993).

Tabela II. 2 — Caracteristicas das fontes de néutrons

Fluxo Tipico | Resolugdo | Tempo de
Tipo de Fonte nem?s'] |Ra diografica | Exposicio Caracteristicas
Operagao complexa e
s g estavel, investimento
Reator Nuclear | 107 a 10 Excelente Curto ‘
entre médio e alto, ndo
portatil.
Operagdo liga-desliga,
Acelerador de 3 s _ ' custo de investimento
10°a 10 Média Médio _ .
particulas médio, portabilidade
possivel.
. Operagao facil e estavel,
o . 4 Baixa a ) ] )
Radioisétopo 100 a 10 _ Longo |investimento médio,
Média _
portatil.

Os aceleradores de particulas geram néutrons por meio de reagdes nucleares en-
tre particulas aceleradas (alfa, préton, deutério, fotons gama) e ntcleos-alvo leves (deu-
tério, tritio, litio ou berilio). No processo, a particula ¢ acelerada por meio de um campo
eletromagnético, interage com o nucleo alvo, resultando em um nucleo composto, que

emite néutrons.

Nos reatores nucleares, o mecanismo de geragao dos néutrons € a fissdo nuclear.
Um néutron de baixa energia quando absorvido pelo nucleo do ***Urénio, gera o nucleo
composto *°U. Esse niicleo composto, altamente instavel, se divide formando nicleos
mais leves e emitindo de dois a trés néutrons de alta energia. Esses néutrons gerados

238

pela fissdo podem atingir nticleos de ~“Uranio, ou, depois de termalizados, nucleos de

2 Ae . ~ .
*Uranio, dando origem a uma reagdo em cadeia. Num reator nuclear todas essas etapas
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sdo controladas por barras de controles, constituidas de materiais absorvedores de néu-

trons.

As fontes radioisotdpicas de néutrons sdo compostas de um radioisdtopo € um
material alvo. A producdo de néutrons a partir dessas fontes se da através de uma reagao
nuclear induzida que ocorre no material alvo devido a incidéncia da radiagao emitida
pelo radioisétopo. As reagdes nucleares mais importantes para a geragdo dos néutrons
sdo as do tipo (a,n) e (y,n). Sdo exemplos de emissores alfas os radioisotopos **'Am,
210P0, 238Pu, 25U e *Th e entre os elementos usados como material alvo, pode-se citar

1B, °Be, "F e 'Li (KNOLL, 1999).
II. 2. 2 — Conversores de néutrons

A ndo interagcdo do néutron com nuvem eletronica dos dtomos, mas sim direta-
mente com os nucleos exige o uso de um material com alta se¢do de choque de absor-
¢do, denominado material conversor de né€utrons, para obten¢ao de uma Neutrongrafia.
Os conversores de néutrons sdo materiais com alta secdo de choque de absor¢do para
néutrons, cuja fungdo ¢ absorver os néutrons incidentes e, em seguida, como resultado
da reacdo nuclear néutron-material conversor, emitir uma radiacao ionizante secundaria,
tais como particulas carregadas ou fotons, capazes de sensibilizar um material registra-

dor. Existem dois tipos de materiais conversores:

1) Pronta emissdo — a radia¢do secundaria ¢ emitida imediatamente apos a ab-

sor¢ao dos néutrons. Estao incluidos nessa categoria os elementos litio, boro, cadmio.

2) Potencialmente radioativos — tornam-se radioativos ao serem irradiados e
permanecem ativos, apds a irradiacdo. Desse grupo, os elementos mais usados, devido

ao alto potencial de ativagdo sdao Dy, Rh, In e Au.

o g , 10 , . g N , .
O is6topo estavel "B ¢ o mais utilizado como conversor de néutrons térmicos,
devido a sua alta secdo de absorc¢do, c,- 3837 barns, para néutrons incidentes com ener-
gia de 25 meV. A reagdo nuclear que ocorre, quando um néutron térmico interage com

um nucleo desse conversor, ¢ dada pelas seguintes equagdes 5 (MARASHI, 2000):
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Li+ja+2.79MeV  (6%)
N+'B - B
ILi'+;a+2.31MeV  (94%) — E, =1.47MeV
2

ILi+y+0.48MeV

(5)

A secio de choque de absorgdo (o,) do ''B, para néutrons com energia de 25
meV, ¢ de 0,005 barns. A Figura I1.2 mostra o grafico da secdo de choque do isétopo
"B em fungdo da energia dos néutrons incidentes no intervalo de 107 até 107 eV, plota-

do a partir da biblioteca de dados da ENDF/B-VII.O (NNDC,2008).

| 5-B-10(n,total) ENDF /B-YII.0 |

1045 1

1o+ |
1043 1

10t2 __5

Secdo de choque (b)

10+l __5

109 L : : : : : : : : : : :
t t 1 t t t t t

T T T T
107> 107% 1073 1072 1071 10% 10+l 10*2 10%3 10+ 105 1048 10*7

Energia dos néutrons incidentes (eV)

Figura I1.2 — Grafico da se¢do de choque (b) versus energia dos néutrons (eV) para o

is6topo 'B.

II. 2. 3 — Técnicas de exposi¢ao neutrongrafica

As amostras podem ser expostas ao feixe de néutrons por dois métodos distintos:

Método direto e método indireto.
No método direto de exposi¢do, a amostra e o registrador (conjunto filme-

conversor) sdo irradiados simultaneamente, possibilitando que o filme registre imedia-

tamente a radiacdo secundaria resultante da interagdo do néutron com o conversor, for-
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mando uma imagem latente. No método indireto, primeiramente expdem-se a amostra e
o conversor ao feixe neutronico. Para um conjunto filme-conversor, apos a irradiagao, o
conversor € posto em contato intimo com o filme que sofre exposi¢ao devido a radiagdo
proveniente do decaimento do conversor. Nesse método, a imagem produzida pela ati-
vagdo neutronica ¢ formada na folha conversora e ¢ transferida, logo em seguida, numa
camara escura, para um filme radiografico, dentro de um chassi. O tempo necessario
para o contato intimo entre o conversor e o filme vai depender da meia vida do conver-
sor, sendo suficiente trés meias-vidas para a ativagdo e outras trés meias-vidas para o

decaimento radioativo.

I1.3 — Detectores em estado solido de tracos nucleares

Um tipo de detector muito utilizado para registrar a presenca de particulas carre-
gadas ¢ o Detector em estado so6lido de tragos nucleares (SSNTD, sigla em inglés para
Solid State Nuclear Tracks Detector). Esses detectores podem ser fabricados com mate-
riais dielétricos, como, por exemplo, alguns minerais/cristais inorganicos (zirconio, mi-
ca, quartz); certos tipos de vidro e, também, alguns tipos de plésticos, como o policar-
bonato, nitrato de celulose e o outros. Além de serem seletivos no registro da radiagao,
sdo, também, insensiveis aos fotons de luz, raios-X, elétrons e opacos a radiacao UV
(KALSI, 2008). A Figura II.3 mostra a fotografia de um SSNTD do tipo CR-39, sem a

presenga de tragos, cortado em forma de lamina.

Figura I1.3 — Imagem de SSNTD, do tipo CR-39, sem registro de tragos nucleares.

Da familia dos SSNTD, o CR-39, nome comercial do polimero Polialil Diglicol
Carbonato, PADC, de composi¢ao quimica C;,H;307 ¢ um dos mais utilizados, pelo fato
de possuir alto grau de transparéncia Optica, flexibilidade, somado a sua alta sensibili-

dade para registrar a presenca de particulas alfa, protons e ions pesados acima de certo
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limite de energia e baixa sensibilidade para registrar fotons de luz, raios X, raios gama e

ultravioleta e radiagao beta.

Apesar do fendmeno da formacdo de tragos latentes em so6lidos serem conheci-
dos ha cerca de 40 anos e a técnica para sua utilizacdo ser relativamente simples e dire-
ta, ndo existe, at¢ 0 momento, uma teoria tnica que explique o mecanismo de formacao

desses tracos (NIKEZIC e YU, 2004).

I1.3.1 — Formagao do trago latente

Quando uma particula carregada atravessa um material s6lido e dielétrico, orga-
nico ou inorganico, ocorre, inicialmente, uma interacdo coulombiana entre a particula e
os elétrons orbitais dos atomos do material. Posteriormente, no final do seu alcance, a
particula interage com os atomos, através de colisdes knock-on (tipo de colisdo em que a
distribuicao de velocidades se desvia levemente da distribuigdo maxwelliana), tornando-
os excitados ou ionizados. O nimero de eventos de ionizagdo e excitacdo ¢ extrema-
mente alto e resulta num rastro rico em radicais livres estaveis e ions, chamados tragos
latentes, que deixam a matéria nessa regido permanentemente em estado de alta desor-
dem. Os elétrons secundarios liberados durante o processo de ionizacdo podem ser de
alta ou de baixa energia. Os elétrons secundarios de baixa energia, menor do que 100
eV, terdo um curto alcance no material e as ionizacdes e excitagdes produzidas por eles
ocorrerdo muito proximos ao trago primario, acarretando a formacdo de pequenos tra-
¢os espurios; os elétrons secundarios de alta energia, chamados raios delta, terdo um

maior alcance no material e produzirdo ramificagdes de tragos, a partir do trago primario

(CHOPPIN et al., 2002).

Os tracos latentes apresentam didmetros da ordem de angstrom, e para torna-los
visiveis ao microscopio Optico, o detector ¢ submetido a um processo quimico de reve-
lagdo, comumente chamado “ataque” que amplia os didmetros dos tracos para a ordem
de micrometro (um), sendo, entdo, denominados tragos revelados. O revelador (agente
quimico) usado para detectores fabricados a partir de materiais organicos ou inorgani-
cos, pode ser um acido forte ou uma base forte, sendo as preferidas as solu¢des de hi-
droxido de sodio ou de potassio. Os materiais utilizados na detec¢ao de particulas, se-

gundo esse mecanismo, sdo chamados detectores em estado solido de tragos nucleares.
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I1.3.2 — Processo de revelagdo dos tragos nucleares

O processo de crescimento dos tragos latentes se inicia, a partir do instante em
que o detector ¢ imerso no revelador, mantido a uma temperatura constante em um ba-
nho termoestatizado durante um intervalo de tempo. Nessas condigdes, ocorre, simulta-
neamente corrosdes na superficie do detector e na regido do trago latente, que degradam
e retiram por¢des do material. Como a regido do traco latente ¢ mais reativa, o agente
quimico age mais rapidamente sobre ela, dissolvendo-a a uma velocidade linear Vi,
chamada velocidade de revelacdo dos tragos, enquanto, na superficie e na regido mais
interna do detector, a degradagdo ocorre com velocidade V,, denominada velocidade de
revelacdo do volume. Com o tempo, forma-se um canal ao longo da trajetoria da parti-
cula e, conforme o revelador vai degradando a parede do canal, suas dimensdes vao se
ampliando, obtendo-se, entdo, o traco revelado. A condi¢do necessaria para haver for-
magcao do traco revelado é que diferenca entre as velocidades Vt e Vg seja maior que
zero, (Vt — Vg) > 0. A formacao do cone em torno da trajetoria da particula, durante a
revelacdo, pode ser entendida, quando se aplica o principio de Huygens (ENGE, 1980).
Pode-se imaginar que a velocidade de revelacdo na superficie do detector atua unifor-

memente em todas as dire¢des, Figura I1.4.

da revelagao

superficie antes ‘ / P trajetéria do fon
. V.t

superficie apds
revelada

trajetdria ndo revelada

Figura I1.4- Vista lateral de um traco revelado, onde o principio de Huygens ¢ aplicado

para descrever a formacdo de cones.

A geometria do tragco também depende da relagdo entre as velocidades Vt e Vg.

Se Vt>Vg a forma geométrica dos tragos serd um cone de base circular ou eliptica, de-
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pendendo do angulo de incidéncia da particula carregada, se normal ou obliqua, respec-
tivamente, em relacdo a superficie do detector. Se Vt>>Vg o traco apresentara a forma
cilindrica, com a base circular ou eliptica. A Figura II.5 mostra em diagrama esquemati-
co, a forma geométrica dos tragos revelados nas condigdes citadas (ENGE, 1980, NI-

KEZIC e YU, 2004).
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Figura I1.5 — Visao lateral da geometria de um traco revelado: (a) forma conica para Vt

=
=

> Vg para particulas com incidéncia obliqua e normal a superficie do detector; (b) for-
ma cilindrica para Vt >>Vg para particulas com incidéncia obliqua e normal a superficie

do detector.

A Figura II.6 apresenta as imagens de tracos produzidos por particulas alfa na
superficie de um detector de tragos, tipo CR-39 PM355, ap6s o processo de revelagdo

quimica.

Figura I1.6 — Imagens de tracos de particulas alfa no detector CR-39 PM355, apds o
processo quimico de revelacdo: a) tragos isolados e tracos sobrepostos com incidéncia
normal a superficie; b) traco com incidéncia obliqua em relag@o a superficie, nas condi-

¢oes de tempo de revelacdo de 60 minutos e temperatura de revelagio 90°C.
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I1.3.2 — O angulo critico de revelagao do trago

A capacidade do reagente quimico de revelar os tracos nucleares latentes depen-
de de um determinado angulo caracteristico do detector, chamado angulo critico de re-
velacdo, ¢.. Como conseqiiéncia, todos os tragos latentes cujo angulo de incidéncia, ¢,
em relagdo a superficie do detector forem menores ou iguais ao angulo critico, ndo serdo
revelados. Isso acontece, porque a velocidade de remogao da superficie (V,) excede a da
componente normal a superficie (V;sen¢) e o trago ndo sera visualizado ao final da re-
velagdo, ou seja, o material ¢ removido tdo rapidamente que o ataque preferencial, ao
longo da trajetoria da particula, é sobrepujado, e o trago eliminado. A Figura I1.7, ilustra
o perfil dos tracos para varios angulos de incidéncia, em relagdo ao angulo critico, ¢.

(WACHA, 1999).

Superficie original a / /

N ” =5 /3
- Angulo _
o criticode  /
«-ﬁ/‘x/ Vit revelagio /
Trago ndo revelado

seng < V,/V, / /Vi

@ _
/

!

Superficie revelada

/

rago Revelado

(©

Figura II.7- Condigdes geométricas de revelagdo de um traco nuclear: a) se ¢ < . : Vg >
Visend, o trago ndo é revelado; b) se ¢ = ¢. : V, = Visend, o traco ndo € revelado; c) se

¢ > ¢ : Vg < Visen; o trago é revelado.
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I1.4 — Micobactérias
I1.4.1 — Taxonomia e principais caracteristicas das micobactérias

Em 1896, Lehmann ¢ Neumann propuseram a criagdo do género Mycobacteri-
um, para incluir o bacilo da tuberculose e o bacilo da lepra, até entdo, classificados co-
mo Bacterium tuberculosis e Bacterium leprae (GOODFELLOW, 1997). Segundo EU-
ZEBY (2009), até o momento, sio conhecidas oficialmente 142 espécies e 11 subespé-
cies de micobactérias. A maioria sdo saprofitas (decompositoras) que vivem e se repli-
cam em ambientes naturais, enquanto uma pequena parcela delas se adaptaram ao ambi-
ente intracelular, tornando-se patdgenos preferencialmente de vertebrados superiores

(BARRERA, 2007, EUZEBY, 2009).

Em 1994, foi publicada nos Estados Unidos, a 9* edigao do Manual Bergey’s of
Bateriology Determinative com o esquema de classificagdo para os procariotos baseado
na composicao da parede celular, morfologia, coloracdo diferencial, testes bioquimicos
e outros, porém, nao se atendo as relagdes evolutivas. Para o género Mycobacterium, o

esquema taxonomico € o que se segue: (GARRITY et al, 2004):

Dominio — Bacteria
Filo — Actinobacteria
Classe — Actinobacteria
Ordem — Actinomycetales
subordem — Corynebacteriaceae
Familia — Mycobacteriaceae
Género — Mycobacterium

Espécie — Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium ¢ composto por organismos unicelulares, procariontes
(sem envoltoério nuclear isolando os cromossomos), em forma de bastonetes delgados,
retos ou ligeiramente curvos, aerdbios estritos, iméveis, nao esporulados, ndo capsula-
dos, sendo algumas espécies intracelulares facultativos, que se proliferam no interior de
macrofagos. Apresentam dimensdes que variam de 1 a 10 pm de comprimento e 0,2 a

0,6 um de largura. Quanto a velocidade de crescimento em meios de cultura, as espé-
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cies sdo divididas em dois tipos: micobactérias de crescimento rapido, que evidenciam
crescimento em menos de 7 dias, como por exemplo Mycobacterium fortuitum e Myco-
bacterium abscessus, e micobactérias de crescimento lento, como M. tuberculosis que
requerem mais de 7 dias para crescerem. A temperatura 6tima para o crescimento das
espécies em meios de cultura ¢ varidvel. As caracteristicas mais marcantes desse género
sdo0: a sua grande resisténcia a descoloragdo com solugdo alcool-acido, apos serem tin-
gidas com corantes fortes como a fucsina fenicada, sendo, por isso, conhecidos como
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR); o alto conteido de guanina mais citosina
(C+G) no DNA gendmico, de 61% a 71 % e o alto teor de lipidios na parede celular,
destacadamente os acidos micolicos, que confere a essa familia a resisténcia a descolo-
ra¢ao com alcool-acido. Resistem bem a a¢ao do hidréxido de sédio, acido sulfurico e
alguns anti-sépticos (DAVIS, 1979, MINISTERIO DA SAUDE, 1998, BARRERA,
2007, TRABULSI et al., 2008).

Algumas espécies, entre elas o Complexo M .avium intracellulare, M. fortuitum,
M. chelonae, M. kansasii e M. scrofulaceum sio potencialmente patogénicas. As mico-
bactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis sdo os agentes etiolo-
gicos da tuberculose, sendo que a M. tuberculosis e as suas variantes regionais ou sub-
tipos, M. africanum e M. canetti, causam a tuberculose em humanos; a M. bovis, em
gados; e a M. microti, principalmente, em pequenos roedores. Contudo, os dois maiores
agentes patogénicos de grande impacto para a saude publica s@o as espécies M. tuber-

culosis e M. leprae (Hanseniase).

A espécie M. tuberculosis ¢é aerdbica obrigatoria, um patdogeno estrito da espécie
humano, ou seja, ndo encontrado em outro hospedeiro natural (STAMM, 2004), com
grande capacidade de sobrevivéncia no interior de macréfagos. Possuem dimensdes de
1 a4 pum de comprimento e 0,3 a 0,6 um de didmetro (RUNYON, 1974); sendo capazes
de se desenvolverem sem se alongarem e sem formarem ramificagcdes em cadeia. Sao
encontradas isoladas ou agrupadas. E classificada como micobactéria de crescimento
lento, levando cerca de 30 dias, para que o nimero de bacilos vidveis, num determinado
meio de cultura seja alcancado, sendo, o seu tempo de geragdo, em condigdes favora-
veis (temperatura de 37°C e pH neutro) de 16 a 24 horas (CHAUHAN, 2006). Dentro
do género ¢ a espécie que apresenta o maior conteudo de guanina mais citosina (C+QG)

gendmico, cerca de 65 mol% (BARRERA, 2007, ANDERSSON e SHARP, 1996). Os
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acidos micolicos especificos da parede celular possuem de 76 a 96 atomos de carbono ¢
conferem a ela um aspecto bastante gorduroso, dificultando os mecanismos de absor¢ao

e desidratacao.
11.4.2 — Estrutura celular das micobactérias

Estruturalmente, as micobactérias apresentam duas regides distintas: a) o cito-
plasma e b) o envelope celular, composto pela membrana plasmatica mais a parede
celular. O citoplasma ¢ constituido pelo citosol e algumas ultraestruturas, enquanto pa-
rede celular ¢ constituida pelo periplasma mais a membrana externa (NIEDERWEIS,

2008). A Figura II.8 ilustra a disposi¢do estrutural das micobactérias.

Parede

celular

| envelope

citoplasma

Figura I1.8 — Esquema da estrutura celular de uma micobactéria.

a) Citoplasma

O citoplasma das micobactérias ¢ semelhante ao de outras bactérias contendo,
principalmente, proteinas, carboidratos, lipidios, ions organicos e compostos de baixo
peso molecular. E um material espesso, semi-transparente, elastico e o sitio de muitas
reagdes quimicas. Contém estruturas como nucleoide, ribossomos e vacuolos lipidicos
espalhadas em seu interior. O nucledide ¢ a regido onde se concentra um cromossomo
bacteriano nao circundados por uma membrana nuclear. O cromossomo possue a forma

circular e ¢ constituido por molécula de DNA de dupla fita. Algumas espécies do
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género como, por exemplo, M. fortuitum apresentam pequenos DNAs extracro-
mossomico, de forma circular e de cadeia dupla, denominados plasmideos; em relacao
a outras espécies ainda ndo existe confirmacdo da sua presenca. Os ribossomos sdo
estruturas muito pequenas responsaveis pela sintese proteica, que conferem aspecto
granular ao citoplasma. E composto por proteinas e por um tipo de RNA, chamado
RNA ribossomico (rRNA). Os vacuolos lipidicos armazenam os lipidios utilizados pelo

microrganismos no metabolismo, quando necessario.

b) Envelope celular

Membrana Plasmatica

E uma estrutura fina localizada na regido mais interna do envelope que reveste o
citoplasma micobacteriano. A membrana plasmatica das micobactérias assemelha-se
aquelas de outros organismos vivos, exceto pela presenca de alguns lipopolissacaridios
que estdo também presentes nos demais membros da ordem Actinomicetales (BARRE-
RA, 2007). Além dos lipopolissacarideos (LPSs), a membrana ¢ constituida, principal-
mente, de fosfolipidios e proteinas (DAFFE e ETIENNE, 1999, MAHAPATRA et al,
2005, REZWAN et al., 2007). Estruturalmente, parece apresentar uma dupla camada, ja
que, em micrografias eletronicas, observa-se a existéncia de duas linhas escuras separa-
das por um espago claro. As moléculas de fosfolipidios se organizam em duas linhas
paralelas, chamadas camada dupla de fosfolipidios. Cada molécula de fosfolipidios
pode ser dividida em duas partes: uma por¢ao polar (hidrofilica), composta de grupos
fosfatos e glicerol, e uma por¢ao apolar, formada por acidos graxos. Eles formam uma
dupla camada na membrana plasmatica, sendo arranjados de modo que suas regides
apolares se situem entre as polares. As proteinas se distribuem por toda a superficie da
dupla camada, sendo que as proteinas, denominadas periféricas sdo encontradas na su-
perficie interna ou externa da membrana, enquanto que, algumas proteinas, chamadas
integrais, provavelmente, se estendem por toda a dupla camada da membrana citoplas-
matica e algumas delas possuem canais que permitem o transporte de moléculas especi-
ficas e de ions para o interior e exterior da célula. A principal funcdo da membrana ci-
toplasmatica ¢ atuar como uma barreira seletiva, permitindo ou ndo a entrada e saida de
materiais. Segundo Daffé (1999), “apesar de vital para o microrganismo, ela, prova-

velmente, pouco participa dos processos patologicos”. A Figura I1.9 mostra um esque-
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ma do fosfolipidio, da bicamada da membrana citoplasmatica e o modelo de mosaico

semi-fluido para a membrana citoplasmatica.

Cabega
hidrofilica

Cauda
hidrofébica

Figura I1.9: a) simbolo do fosfolipidio b) membrana citoplasmatica conforme o modelo

de mosaico semi-fluido. Fonte: <www.sbbq.org.br>.

Parede celular

A parede celular das micobactérias ¢ uma caracteristica Unica dentre os
procariontes, sendo, portanto, um traco bem marcante do genéro. Ela ¢é responsavel pela
forma da célula, por varias caracteristicas quimicas e pela alta resisténcia das
micobactérias aos acidos, alcalis, detergentes e outras substidncias quimicas, mesmo
durante longa exposi¢do. Sua espessura varia de 40 a 80 % do peso seco, de acordo a
espécie, sendo constituida por acidos micolicos, lipidios, polissacaridios e proteinas.
Apresenta um espago periplasmatico entre a membrana citoplasmatica e a camada
interna de arabinogalactana-peptideoglicana, sendo a por¢ao final externa dessa camada
esterificada aos acidos micolicos. Esses acidos sdao acidos graxos de cadeia longa, con-
tendo de 60 a 90 atomos de carbono, que conferem a esse género propriedades notaveis,
como, por exemplo, resisténcia a desidratacdo e aos danos quimicos, baixa permeabili-
dade a substancias hidrofobica e a moléculas hidrofilicas, incluindo moléculas de nutri-
entes como a glicose, o glicerol (HOFFMAN, 2008, NIEDERWEIS, 2008). As mico-
bactérias apresentam trés classes estruturais de acidos micolicos: alfa-micélicos, que ¢
o tipo mais abundante (acima de 70%), metoxi-micdlicos e ceto-micolicos, menos a-
bundantes (10 a 15%). A arquitetura desses acidos ¢ especifico para cada espécie e essa
propriedade ¢ utilizada na identificagdo pela técnica cromatografica (BARRY III,

1998, DUBNAU, 2000, TAKAYAMA et al, 2005). Modifica¢des de ordem estruturais
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e proporcionais nos acidos micolicos parecem produzir alteragdes significativas na
fluidez das camadas mais internas e, consequentemente, mudangas na permeabilidade
da parede celular (DUBNAU, 2000). A camada mais externa da parede celular
apresenta varios lipidios livres, como os sulfolipidios e o dimicolato de trealose (fator
corda) um lipidio livre que confere um aspecto de corda aos bacilos em esfregacos
realizados a partir de cultivos. Atravessando todo o envelope celular encontram-se
alguns glicolipidios, que sdo ancorados a membrana citoplasmatica e se estendem para

o exterior da parede celular (BRENNAN, 2003).

O caracter acido-resistente das micobactérias parece estar diretamente
relacionado ao contetido de acidos micolicos em sua parede celular. Apesar de sua
importancia pratica como identificador do género, até hoje, ndo ¢ bem compreendido,
em termos moleculares, o porque da parede celular ser permeével as tinturas alcalinas e
quais mecanismos que impedem sua remogao por acidos. Experimentos pioneiros, reali-
zados na primeira metade do século passado, conduziram a hipdtese de que os corantes
sao retidos no citoplasma (YEGIAN e VANDERLINDE, 1947). Evidéncias posteriores
sustentam o papel dos lipidios reterem o corante. A Figura I1.10 apresenta um esquema
da parede celular das micobactérias e seus principais constituintes, segundo o modelo

proposto por Minnikim, em 1982.

Micronutrientes hidrofilico

Hidrofobico l

i Parede

celular
Envelope
celular
AG-PG
periplasma

M

5nm

Figura II1.10 — Parede celular de uma micobactéria com base no modelo proposto por

Minniki, em 1982 (NIEDERWEIS, 2008).
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Cépsula

E a regido mais externa do envelope celular composta principalmente de polis-
sacaridios e proteinas (e em menor quantidade de lipidios). Esses constituintes ndo siao
covalentemente ligados a parede celular, ndo sendo, portanto considerados uma capsula
no sentido estrito da palavra, mas funcionalmente se comportam como se assim o fosse.
Pesquisas recentes tém apontado para o fato de que, algumas substancias presentes na
capsula estdo potencialmente envolvidas em passos chaves da patogenicidade. A capsu-
la também impediria a difusdo de macromoléculas para as regides mais internas da cé-

lula, representando, portanto uma barreira seletiva (DAFFE ¢ ETIENNE, 1999).

11.4.3 — Caracteristica tintorial das micobactérias

O método de coloragdo mais utilizado para corar as micobactérias e permitir a
sua visualizagdo por microscopia optica ¢ o método de Ziehl-Neelsen (ZN), descoberto
pelos médicos Franz Ziehl e Friedrich Neelsen, em 1882. Nesse método, usa-se a fuc-
sina fenicada (uma mistura dos corantes trifenilmetana, rasanilina e pararosalinina em
solugdo aquosa de fenol a 5% (DAVIS, 1979); uma solugdo alcool-acido; e o corante
azul de metileno, cujo procedimento sera detalhado posteriormente. O resultado € posi-
tivo para bacilos alcool-acido resistentes, se forem visualizados bacilos corados de rosa
forte, ja que outras bactérias ou células aparecem tingidas de azul. Serd negativo se ndo
forem observados bacilos tingidos de rosa forte, em 300 campos examinados. A Figura
II.11 apresenta a imagem de microscopia oOptica um esfregaco Mycobacterium tubercu-

losis corada pelo método de ZN.
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Figura I1.11- Esfregaco de Mycobacterium tuberculosis submetida a Coloragdo de

Ziehl-Neelsen. Fonte:<http://www.biotopics.co.uk/newgcse/tbpreventioncontrol.html>
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11.4.4 —Crescimento e curva de crescimento micobacteriano

I1.4.4.1 — Crescimento de culturas micobacterianas

Meios de cultura sdo meios sélidos, semi-sélidos ou liquidos, constituidos por
nutrientes distintos ¢ adequadamente balanceados para prover as necessidades basicas
para o metabolismo dos microrganismos e seu crescimento populacional. Quanto a taxa
de crescimento, as micobactérias sdo classificadas em dois grandes grupos: as de cres-
cimento rapido e aquelas de crescimento lento. No primeiro grupo, o tempo de cresci-
mento ¢ menor do que sete dias e, no segundo, o tempo ¢ maior (SHINNICK e GOOD,
1994). Na pratica, a taxa de crescimento ¢ expressa pelo numero de geragdes ocorridas
por hora, sendo a geracdo definida como a duplicacdo do nimero de microrganismos. A
populacdo bacteriana em um meio de cultura dobra a cada geracdo. Se ndo houver morte
celular, a populacdo de células presente em cada geracao pode ser calculada, através de
uma progressdo geométrica do tipo 2", sendo n o niimero de geragdes. O intervalo de
tempo necessario para ocorrer a divisdo celular ¢ chamado de tempo de geragdo, que
depende, principalmente, do tipo de nutrientes presentes no meio de cultura e das condi-

¢oes fisicas de incubacio.

11.4.4.2 — Curva de crescimento

E uma curva que expressa o crescimento da populagdo bacteriana em um meio
nutriente liquido, durante um intervalo de tempo. Uma curva tipica, conforme a mos-

trada na Figura I1.12, apresenta as quatro fases desse crescimento, a saber:

a) Fase de adaptacio ou lag — ¢ a fase que ocorre apos a inoculagio da cultura. E o

periodo em que se da a adaptacdo da célula ao meio, com crescimento lento.

b) Fase logaritmica ou exponencial — ¢ a fase em que a populagdo bacteriana cresce
exponencialmente, ou seja, o crescimento do nimero de células viaveis é maior do que
o numero de células que morrem. Ela ocorre em um intervalo de tempo curto, pois os
microrganismos utilizam ativamente os nutrientes para a biossintese de material celular

e a producdo de energia.
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c) Fase estacionaria — nessa fase o numero de células que nascem ¢ igual ao nimero de
células que morrem, devido a reducao de nutrientes no meio ou ao acumulo de metabo-

litos toxicos.

d) Fase de declinio— ¢ a fase em que o nimero de bactérias que morrem ¢ maior do que
o numero das que nasce. A taxa de mortalidade cresce até alcancar um maximo, em

conseqiiéncia da exaustdao de nutrientes.
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Figura I1.12 — Curva de crescimento bacteriano tipico (MORETTI, 2007)

I1.5 — Métodos Convencionais de Diagnoéstico

1.a) Baciloscopia direta para bacilos dlcool-acidos resistentes (BAAR).

A Dbaciloscopia do escarro é um método que permite o exame, com microscopio
optico, do escarro, apos esfregaco em lamina e tingimento pelo método de ZN. E o e-
xame rotineiro para o diagnostico bacteriologico da tuberculose, principalmente, a pul-
monar. E um método de baixo custo e rapida execugdo, que permite a identificagio de
doentes baciliferos, principal fonte de infec¢do. Através desse método, pode-se acom-
panhar a eficacia do tratamento, observando-se a reducdo bacilar e a negativacdo do

escarro em exames mensais, enquanto o paciente tiver expectoracao. Para que o resulta-
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do baciloscopico seja considerado positivo ¢ necessario detectar a presenga de 5.000 a
10.000 bacilos por ml de escarro. A contagem dos bacilos deve ser feita em cem campos
microscopicos, no minimo, anotando-se o nimero de bacilos encontrados em cada cam-
po e o resultado informado em numero de cruzes, conforme a escala semi-quantitativa

abaixo (MINISTERIO DA SAUDE, 1998):

Quadro 1 — Escala semi-quantitativa

(-) | Auséncia de BAAR em 100 campos observados.

(+) | Presenca de pelo menos 1 BAAR por campo em 100 campos observados.

(++) | Presengade 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos observados.

(+++) | Presenca de mais de 10 BAAR por campo em 20 campos observados.

Apesar da facilidade de execugdo, a baciloscopia apresenta algumas desvanta-
gens, tais como, o elevado niimero de bacilos necessarios para atestar a positividade;
caréncia de sensibilidade, que varia entre 30% a 80% e incapacidade de discriminar a

espécie de micobactéria (GEBRE, 1995, RIEDER, 1998)

1.b) Cultivo de micobacteria

O cultivo ¢ um procedimento que propicia a nutricdo, o crescimento ¢ a multi-
plicacdo dos microrganismos quando semeados em determinados meios liquido ou séli-
do, os meio de cultura. Para o isolamento e/ou crescimento das micobactérias, 0 meio
mais utilizado é o Lowenstein-Jensen (LJ), um composto de ovos coagulados, verde
malaquita, sais, farinha de batata, glicerol (fonte de carbono) e aspargina como fonte de
nitrogénio. A Figura II.13 mostra a formag¢ao de colonias de MTB, no meio LJ. Outros
meios também utilizados sdo os 7H10 e 7H11 de Middlebrook, solidificados a base de
agar, e o meio liquido 7H9 de Middlebrook (MINISTERIO DA SAUDE, 1998). A cul-
tura ¢ o método mais sensivel que detecta de 70% a 89% dos casos, em média 80%, e
permite a identificagdo posterior da espécie através de testes bioquimicos ou sondas
genéticas (SCHIRM et al., 1995). A limitagdo do método esta no tempo necessario para
o crescimento da cultura, que varia de 30 a 60 dias. Para pacientes com baciloscopia

negativa de escarro, o diagnostico micobacteriologico da TB ¢ geralmente tardio.
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colonias de

MTB

Figura II.13— Cultura bacteriana em meio de cultura LJ, mostrando colonias de M. tu-

berculosis. Fonte: <www.ann.clinmicrob.com/content/4/1/18>

I1.6 — Tuberculose

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga grave que afeta principalmente os pulmdes
(tuberculose pulmonar), porém, outras regides e 6rgaos do corpo humano, como o sis-
tema nervoso central, os olhos, a laringe, os ganglios linfaticos, ossos e articulagdes, os
rins, os 6rgaos genitais, intestino ¢ a pele, podem ser também acometidos (tuberculose
extrapulmonar). Dentre os fatores responsaveis pela evolucao da infec¢ao tuberculosa,
destacam-se: baixa resposta do sistema imunolégico do individuo infectado; o nimero
de bacilos infectantes e a sua viruléncia (habilidade do microrganismo em causar
doenca em um hospedeiro, superando a sua defesa). O seu tratamento ¢ bastante prolon-

gado, sendo necessario no minimo seis meses.

I1.6.1 — Transmissao da doenca

A infec¢do pelo bacilo de Koch ¢ transmitida, através da inalag¢do, por pessoas
sadias, de goticulas de secrecdo respiratorias liberadas durante a fala, espirro, e princi-
palmente, tosse de uma pessoa com tuberculose pulmonar bacilifera ou laringea em ati-
vidade. Apesar da presenga de goticulas de tamanhos variados, somente aquelas com
diametros entre 1 ¢ 5 um e que permanecem em suspensao no ar (aerossois) podendo
alcangar os bronquiolos e os alvéolos causardo a infec¢do. As goticulas mais pesadas se
depositam rapidamente e as médias, em geral, sdo retidas pela mucosa do trato respira-

torio superior e removidas dos bronquios, sendo, em seguida, langadas no trato digesto-
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rio, onde sdo deglutidas e inativadas (RIEDER, 1999). Quanto maior o tempo de conta-
to entre individuos doentes e sadios, maior a probabilidade de transmissao, principal-

mente, em ambientes fechados e com pouca ventilacao.

LA

Figura I1.14 - Esquema de transmissao da tuberculose.

Fonte:<http://www.fw-ac-deptofthealth.com/tuberculosis_clinic.htm>

A tuberculose pulmonar apresenta duas formas distintas, denominadas: tubercu-
lose primaria (primoinfec¢ao) e tuberculose secundaria (também conhecida como tuber-
culose do adulto, pos-primaria ou de reativacdo). A tuberculose primdria ocorre em in-
dividuos que entram em contato com o bacilo pela primeira vez, enquanto que a forma
secundaria deve-se a uma nova infecc¢ao (reinfec¢ao exdgena) ou a reativacao de bacilos

latentes (reinfecg¢do endogena) (BOMBARDA et al., 2001).

Na primoinfec¢ao, apos a inalagdo, a maioria dos bacilos é apreendida na muco-
sa do trato respiratdrio, traquéia e nos bronquios superiores e sao eliminados pelos me-
canismos de defesa mucociliares. As goticulas contendo o bacilo e com dimensdes infe-
riores a 5 um, que superam esta barreira, alcangam o trato respiratorio inferior, especi-
almente os alvéolos, onde eles sdo fagocitados pelos macrofagos alveolares. A sobrevi-
véncia do bacilo no pulmao dependera da relagdo patogenicidade/viruléncia e da efica-
cia dessas células de defesa (macrofagos) em elimina-los pela acdo fagocitica. Se os
macrofagos alveolares ndo forem capazes de interromper o crescimento bacteriano, o
sistema imunoldgico recruta os macrofagos ativados e modificados que voltam aos al-
véolos, aglomeram-se ao redor dos bacilos, transformando-se em células epitelidides
(células gigantes derivadas dos macrofagos). Terminada sua fungdo fagocitica, as célu-
las epitelidides se agrupam dando origem as células gigantes multinucleadas. Todo esse

conjunto de reacdo ¢ finalizado com a formacdo do granuloma, Figura I1.15. Assim,
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estruturalmente, o granuloma ¢ inicialmente formado por nucleo de macrofagos infecta-
dos, cercado por macrofagos ativados, com uma camada externa de linfocitos circunda-
dos pelo colageno e por outros componentes da matriz extracelular (KRITSKI e MELO,
2007, BOMBARDA et al 2001). Segundo Bombarda et al (2001) “o conjunto de granu-
lomas formados recebe o nome de nédulo de Ghon. Ao conjunto de ndédulo de Ghon,
linfangite e linfadenite da-se o nome de complexo primario da tuberculose que, depen-
dendo do numero e da viruléncia dos bacilos e do grau de hipersensibilidade e resistén-
cia do hospedeiro, pode evoluir para a cura ou para doenga”. Nessa fase do processo

infeccioso, os individuos sdo assintomaticos.

e Célilas T oTH
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Figura I1.15 — Morfologia de uma lesdo granulomatosa (KUBY, 2001).

Na maioria das vezes, os individuos desenvolvem uma resposta imunologica es-
pecifica bastante adequada e detém a grande maioria dos invasores. Porém, alguns baci-
los permanecem em estado de laténcia, podendo o infectado ficar assintomatico por
tempo indeterminado. Entretanto, em alguns individuos desse grupo, principalmente, os
imunossuprimidos, apos varios meses ou até anos, os bacilos latentes podem ser reati-
vados, em fase da ruptura do balango hospedeiro-parasita, possibilitando uma multipli-
cacdo rapida do agente etiologico, culminando em manifestagdes clinicas da doenca

(tuberculose secundaria ou tuberculose pds-primaria) (KRITSKI e MELO, 2007).
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Se, na fase inicial do contagio, a resposta do sistema imunologico do individuo
nao for eficaz, o processo infeccioso avanga rapidamente, permitindo o aumento pro-
gressivo do foco pulmonar primario, que sofre necrose central, podendo disseminar-se
pelo restante dos pulmdes e para a cavidade pleural que os envolve (tuberculose pulmo-
nar primaria progressiva). Esses individuos apresentam sintomas que incluem febre alta,

prostracao intensa, sudorese noturna e tosse produtiva.

A tuberculose extrapulmonar ¢ o tipo que afeta outras partes do corpo e, em ge-
ral, origina-se durante a infec¢do primdria e antes do desenvolvimento da resposta imu-
ne, caso o bacilo se fixe e se multiplique em algum 6rgao, ap6s disseminagdo linfohe-
matogénica. Nesse tipo de tuberculose, os 6rgdos mais afetados sdo aqueles que nao
oferecem condicdes ideais para o seu crescimento, razao pela qual, geralmente, sua evo-
lucdo ¢ lenta e as lesdes e os fluidos corpdreos possuem pouca quantidade de bacilos
presentes (paucibacilares). Como nem sempre o acesso a essas lesdes, por secrecdes e
fluidos corpdreos sdo possiveis, a obtencdo de material para diagnostico ¢ feito, em

muitos casos, por técnicas invasivas (KRITSKI e MELO, 2007).
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA

Iniciou-se a pesquisa de um protocolo especifico para a caracterizacdo da Myco-
bacterium tuberculosis (MTB) presente em escarro de individuos infectados, a partir de
imagens neutrongraficas, utilizando protocolos semelhantes aos adotados para deteccao
de microrganismos em outras teses de doutorado (WACHA, 1999, LOPES, 2001): con-
centragdo da solucéo de °B igual a 5 mg/mL; temperatura de incubacdo do bacilo com
198 de 37°C; tempo de exposicdo da amostra ao feixe de néutrons térmicos de 30 minu-
tos e tempo de revelacdo dos tracos nucleares, em revelador NaOH 6,25 N, mantido a
temperatura 90°C numa unidade de banho termoestatizado por 60 minutos. As espécies
de micobacterias utilizadas na pesquisa foram a M. avium ATCC 19698, M. smegmatis
ATCC 19420, M . smegmatis ATCC 14468, M. flavescens ATCC 14474, M. chelonae
ATCC 35752, M. massiliense (CRM0018), M. fortuitum ATCC 6841 e a M. tuberculo-
sis, do Laboratério de Micobactérias/IMPPG/UFRJ; utilizou-se, também a bactéria Es-
cherichia coli. Por questbes de biosseguranca, os ensaios foram realizados inicialmente
com alguma das espécies acima citadas e, posteriormente, com a M. tuberculosis. O
detector de tragos usado em todo o trabalho foi o CR-39 PM355 fabricado pela empresa

inglesa Page Moulding Ltda, com 625 um de espessura.

111.1 — Cultura micobacteriana e armazenamento

As micobactérias foram cultivadas no meio sélido Lowenstein-Jensen (LJ) man-
tido numa estufa a uma temperatura 6tima de crescimento, em torno de 37°C, por um
periodo dependente da espécie cultivada. Decorrido esse tempo, uma massa da amostra
foi transferida para um tubo de ensaio contendo 10 perolas de vidro e, em seguida, agi-
tada no vortéx, com a finalidade de se obter uma maior quantidade de bacilos desgru-
mados. Depois, se adicionou 2,0 mL da solucdo de tampéo sorensen + glicerol a 15% e
agitou-se. Em seguida, deixou-se repousar por 10 minutos, para sedimentar oS grumos.
Transferiu-se 1,2 mL da suspensdo para um criotubo, que foi armazenado num freezer e

mantido a temperatura de -20°C, até as micobactérias serem utilizadas nos ensaios neu-
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trongraficos. Em dois experimentos as micobactérias foram crescidas no meio liquido
Middlebrook 7HO.

[11.2 — Quantificacdo do nimero de bacilos e diluigdes decimais

O método utilizado para se determinar o numero de micobactérias presentes nas
amostras foi o método de Turbidimetria e, como padrdo de comparacdo, a escala de
McFarland. A partir de um crescimento em LJ, transferiu-se uma massa da micobacté-
ria escolhida para um tubo de ensaio com pérolas de vidro (5 pérolas/ImL de agua des-
tilada) e agitou-se no vortex por 15 s. Adicionou-se 2 mL de agua esterilizada e agitou-
se-0 novamente, para fazer uma suspensao e deixou-se repousar por 10 min. Transferiu-
se um volume do sobrenadante para um tubo com 5 mL de agua destilada para obter-se
0 padrdo n° 1 da escala de McFarland, que indica um contedo de, aproximadamente,
300 milhdes de micobactérias por mililitro. Para obter-se amostras menos concentradas

utilizou-se 0 método das dilui¢bes decimais, conforme ilustra a Figura I11.1.

1ml

1mil im 1Iml 1ml 1ml 1ml
N e

(O 9 9 9 OO
/ (1) (-5) (-6) 7

Micobactérias em suspensao Iml mi I9mil 9ml
com turvagdo equivalente ao
tubo 1 da escala de Mac Farland.

Figura 111.1 — Diagrama representativo do método da dilui¢cdes decimais.

I11.3 — Método de esterilizacao

Como ja mencionado no capitulo 1l, a MTB ¢ transmitida por inalagdo, e, por-
tanto, ela sé pode ser manipulada no interior de uma cabine bioldgica de seguranca para
micobactérias e com os equipamentos de protecdo individual (EPI) ou, entdo, apds ser
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esterilizada. Dois métodos de esterilizacdo foram usados: a) quimico; b) por vapor imi-
do sob pressdo usando autoclave. No primeiro metodo, usou-se como agente quimico
esterilizante o hipoclorito de sédio (NaClO) e o procedimento consistiu em, inicialmen-
te, vortexar as amostras colocadas em tubos de ensaios com pérolas de vidros e, em se-
guida, adicionar certo volume de solucdo de hipoclorito de sddio (cloro livre com con-
centracdo de 1% a 2%) e deixa-la agir por, no minimo, 30 minutos. No segundo método,
as amostras foram agitadas, diluidas até a turvacdo correspondente a do tubo n°1 da es-
cala de McFarland, e depois, por dilui¢cbes decimais, até a concentragdo de 300 mil célu-
las/mL; por fim, foram colocadas no autoclave a uma temperatura de 121°C por 30 mi-

nutos.

111.4 — Conversor de néutrons e dopagem com *°B

Nesse trabalho, escolheu-se como conversor de néutrons o elemento quimico bo-
ro, simbolo B, alocado no grupo 13 da tabela periddica. Ele é classificado como um
semi-metal, possuindo nimero atdmico 5, massa atémica de 10,811(7) u, valéncia *3,
eletronegatividade de 2,04 (escala de Pauling), densidade igual a 2460 kg/m®. Os is6to-
pos estaveis que ocorrem naturalmente na natureza sdo o ‘°B, que possui cinco néutrons
no nécleo e abundancia natural de 19,9% e o *'B, que contém seis néutrons e abundan-
cia natural de 80,1% (WEBELEMENTS, 2007).

Ap0s os procedimentos de esterilizacdo e diluicdo, prepararou-se varios tubos de
ensaio contendo 50 ul de amostra em suspensé@o, com diferentes concentracGes de baci-
los, que foram dopados com 5 pl de solucdo de *°B (4cido bérico diluido em solucéo
salina a 0,9%) na concentragdo de 5 mg/mL e colocados em uma estufa mantida na
temperatura de 37°C por 30 minutos. Uma aliquota de 5 ul da amostra foi gotejada so-
bre as laminas de CR-39 (detector) e secas a temperatura ambiente. Em seguida cada
lamina foi exposta ao feixe de néutrons provindos do canal J-9 do reator Argonau-
ta/IEN/CNEN. Numa fase mais avancada da pesquisa outras concentracGes para a solu-
¢do de boro foram utilizadas, como: 10 mg/mL, 15 mg/mL e 55 mg/mL.
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I11.5 — Arranjos neutrongraficos e condicGes de irradiagdo

Montou-se dois tipos de arranjos para a realizacdo dos ensaios neutrongraficos
em fungdo de se usar uma solucdo aquosa de boro-10 ou uma folha conversora de boro-
10.

1°) solucdo aquosa de boro-10

Nesse caso, a amostra contendo as micobactérias dopadas com a solucdo de bo-
ro-10 foi depositada sobre a lamina de CR-39, e esta, fixado sob um suporte de alumi-
nio. Posteriormente, o conjunto foi posicionado no canal de irradiacdo J-9 do Reator
Argonauta, de forma que fluxo de néutrons térmicos incidisse primeiro sobre a amostra,

como ilustra a figura I11.2.

- > Particulas o geradas pela
» «— reagdo nuclear *°B(n,a)Li’
Feixede ——»
néutrons >
térmicos — > >
- > ly | |[«— Suporte de aluminio
> A

amostra  CR-39

Figura 111.2 — Esquema da montagem experimental do conjunto amostra-detector e da

irradiacao.

2°) folha conversora

Nesse arranjo, a amostra foi depositada sobre a lamina de CR-39 e sobre ela uma
folha conversora de boro. Para garantir o contato intimo entre o detector, a amostra € o
conversor, colocou-se 0 conjunto no interior de um chassi radiogréafico de aluminio Ko-
dak, para posterior exposicao ao feixe de néutrons térmicos do reator Argonauta, por 2
horas. O chassi foi posicionado no canal de irradiacdo J-9, de forma que o feixe de néu-

trons primeiro atravessasse o detector, depois a amostra e, por ultimo, a folha converso-
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ra. As particulas alfa produzidas durante a reacdo nuclear *°B(n,a)Li’, se direcionam
para 0 CR-39 (PEREIRA, 2008). A Figura I1.3 ilustra a montagem experimental.

Feixe de
néutrons

’ amostra Folha conversora
CR-39 de Boro-10

Figura I11.3 — Desenho esquematico mostrando a montagem do chassi radiografico e da

irradiacao.

Todos os ensaios neutrongraficos foram realizados no reator Argonauta IEN/
CNEN, mantido no estado de criticalidade e operado a uma poténcia nominal de 340
watts. No canal de irradiacdo, J-9, esta instalado um colimador divergente de grafita de
onde se extrai o feixe de néutrons térmicos com as seguintes caracteristicas, no plano da
imagem: fluxo de néutrons térmicos de 4,46 x10° n.cm™.s™; razéo de colimacéo, L/D,
igual a 70; razdo n/y de 3x10° n.cm™.mrem™; e energia média dos néutrons térmicos de

30 meV. O arranjo instalado no canal de irradiacdo J-9 € mostrado na figura I11.4.
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Figura 111.4 — Esquema da coluna térmica externa situada na parte frontal do reator
Argonauta (FERREIRA, 2003).
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I11.6 — Revelacéo dos tracos latentes

Para transformar os tracos latentes produzidos pelas particulas alfa, provenientes
da reagdo nuclear °B(n,p)’Li, em tracos revelados, submeteu-se o detector a um ataque
quimico numa solugdo aquosa de NaOH a 6,25 N, mantido a temperatura de 90°C numa
unidade de banho termoestatizado, durante 60 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em agua corrente para retirar o revelador e cessar o processo de revelacdo; pos-
teriormente, elas foram lavadas em &gua corrente destilada para a remogdo de impurezas
que pudessem interferir na analise das imagens gravadas no detector. Por ultimo, fez-se
a secagem das laminas com ar morno, usando-se um secador de cabelos, ou deixou-se

secar a temperatura ambiente.

I11.7 — Visualizagéo das imagens no detector SSNTD

As imagens registradas nas laminas de CR-39 foram visualizadas com o auxilio
de um microscopio Optico de transmissdo, Nikon E400, alinhado para a iluminacdo de
Kohler, acoplado a uma ocular de 10x e objetivas de 10x , 40x e 100x, e digitalizadas
com uma camera digital Coolpix 995 da Nikon acoplada ao microscépio 6ptico. A cé-
mera possui um zoom que permite ampliar em até 4x a imagem visualizada no campo

Optico do microscopio, além daquelas fornecidas pelas lentes ocular e objetiva.

I11.8 — Procedimentos para coloracdo pelos métodos de Ziehl-Neelsen e Kinyoun

As laminas de vidro e de CR-39 usadas como controle foram coradas pelos mé-
todos de Ziehl-Neelsen (ZN) e Kinyoun, respectivamente. No método ZN, usa-se como
corante a solucdo de fucsina fenicada a 0,3%, como reagente a solugdo alcool-acido
(970 mL de alcool a 95° e 30 mL acido cloridrico PA) e como contraste o azul de meti-
leno a 0,1%. No método Kinyoun a fucsina fenicada a 0,3% ¢é substituida pela fucsina
fenicada a 4% e a etapa de aquecimento do corante com calor da chama do bico de Bun-
sen ndo € realizada. Essa troca foi necessaria porque o aquecimento com a chama pro-

vocou danos nas laminas de CR-39.
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Coloracéo de Ziehl-Neelsen:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)
9

preparou-se esfregacos homogéneos e delgados das amostras sobre laminas de
vidro e fixou-se por calor com um bico de Bunsen ou com uma mistura de gluta-
raldeido a 2% e formol a 37%;

colocou-se a lamina no suporte, cobriu-se o esfregaco com fucsina fenicada a
0,3%, aqueceu-se a chama do bico de Bunsen até a emissao de vapores visiveis,
sem deixar a fucsina fenicada ferver, por trés vezes;

lavou-se a lamina, cuidadosamente, com jatos de dgua de baixa pressao, para re-
tirar a fucsina fenicada sem desprender a pelicula corada;

descorou-se o esfregaco com o alcool-acido por um minuto, executando-se mo-
vimentos suaves;

repetiu-se o procedimento de lavagem;

cobriu-se o esfregaco com o azul de metileno (corante de contraste) e deixou-se
atuar de 30 a 60 segundos;

lavou-se com agua corrente, mantendo-se a lamina inclinada;

deixou-se a ldamina secar a temperatura ambiente;

observou-se as ldaminas com microscopio éptico e objetiva de imerséo de 100x.

Coloracdo de Kinyoun:

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)
8)

preparou-se esfregacos homogéneos e delgados com amostras dopadas com o
boro-10 sobre laminas de CR-39 e fixou-se com uma mistura de glutaraldeido a
2% e formol a 37%;

cobriu-se o esfregago com a solucdo de fucsina fenicada de Kinyoun e deixou-se
agir por 5 minutos, adicionando-se, sempre que necessario mais fucsina para
evitar o ressecamento do corante;

lavou-se as laminas cuidadosamente com jatos de agua de baixa pressao;
descorou-se o esfregaco com a solucdo alcool-acido por um minuto;

repetiu-se o procedimento de lavagem, mantendo as laminas sempre inclinada;
cobriu-se o esfregaco com o azul de metileno e deixou-se atuar de 30 a 60 se-
gundos;

lavou-se com &gua corrente, mantendo-se as laminas inclinada;

deixou-se as laminas secar em temperatura ambiente;
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Observou-se algumas Iaminas com microscépio Optico e objetiva de imersdo de
100x, enquanto outras foram irradiadas com um feixe de néutrons térmicos proveni-
ente do canal de irradiacdo J-9, do reator Argonauta, por 30 minutos e reveladas,

conforme descrito na secdo I11.6.

I11.9 — Procedimento para uso da fucsina fenicada e boro-10

Dois procedimentos foram realizados com uma suspensdo de M. fortuitum, dilu-
ida até 10°° e esterilizada com hipoclorito de sédio: a) dopou-se com boro-10 e adicio-
nou-se fucsina fenicada e b) adicionou-se a fucsina fenicada e dopou-se com boro-10.
No primeiro, extraiu-se 50 pL da suspensédo e adicionou-se 5 uL da fucsina. Apés 20
minutos, ela foi incubada com 5 pL boro-10, por 30 minutos, e mantida numa estufa a
37°C. Posteriormente, um volume de 5uL dessa amostra foi depositado sobre o CR-39.
No segundo, adicionou-se a 50 pL da suspensdo, 5 uL boro-10 e deixou-se incubar por
30 minutos, em uma estufa mantida a 37°C. Depois, adicionou-se 5 uL da fucsina e,
apos 20 minutos, depositou-se 5 pL sobre o detector. Posteriormente, elas foram irradi-
adas com um feixe de néutrons térmicos, proveniente do canal de irradiacdo, J-9. Em
seguida, as ldaminas foram reveladas com uma solugédo aquosa de NaOH a 6,25N, por 60

minutos, mantida a 90°C, numa unidade de banho termoestatizado.

[11.10 — Preparag&o da suspensdo de micobactérias com tween-80

Para o experimento com o tween-80 a espécie escolhida foi a M. fortuitum e
manteve-se a adi¢cdo da fucsina na suspensdo. Os bacilos foram colocados em tubos de
ensaio com pérolas de vidro e agitados no vortex por 30 segundos. Adicionou-se 0 twe-
en-80 a 0,05% e, em seguida, hipoclorito de sédio a 2%. Agitou-se bem os tubos e dei-
xou-se repousar por 1 h. Depois, preparou-se duas amostras com 50 uL de material dilu-
ido até 10, adicionou-se o volume de 5 uL da fucsina fenicada na primeira amostra e
10 pL na segunda e incubou-se-as por 20 minutos na temperatura 37°C. Dopou-se as
amostras com o *°B e deixou-se-as na estufa, por 30 minutos, a 37°C. As amostras fo-

ram, entdo, irradiadas e, posteriormente, reveladas conforme descrito no iten I11.6.
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I11.11 — Procedimento para o uso da D-cicloserina

O teste foi realizado com M. fortuitum, na diluicdo de 10, e procedeu-se da
forma que se segue: deixou-se a amostra crescer no meio Middlebrook, 7H9, mais twe-
en-80, por 7 dias, tempo necessario para a amostra atingir a fase exponencial de cresci-
mento. Adicionou-se D-cicloserina na concentracdo de 30 mg/mL e incubou-se por 24
horas (periodo em que ocorre a formacdo de uma nova geracao de micobactérias com as
paredes celulares danificadas). Em seguida, pipetou-se uma aliquota desse material e
diluiu-se-a em &gua destilada até obter uma turvacdo correspondente ao tubo n°1 da es-
cala de McFarland, e efetuando-se as diluicdes seriadas. Na amostra diluida de 107,
adicionou-se 5 pL de °B e deixou-se por 30 minutos a 37°C, numa estufa. Gotas de 5
uL desse material foram depositadas numa lamina de CR-39, deixando-se secar a tem-

peratura ambiente.
I11.12 — Procedimento para o cultivo da M. massiliense sobre a lamina de CR-39

A espécie M. massiliense (CRM0018) foi semeada sobre uma lamina de CR-39
de 6 cm? de 4rea, no meio de cultura Middlebrook 7H9 por 48 horas, e depois, esterili-
zada com formaldeido, por 15 minutos. Em seguida montou-se o arranjo neutrongrafico
no interior do chassi radiogréfico, conforme descrito na secdo I11.5, item 2. Em seguida,
as laminas foram lavadas em &gua corrente, para retirada do material bioldgico, e sub-

metidas ao ataque quimico de rotina.
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CAPITULO IV

RESULTADO E DISCUSSAO

E importante ressaltar que as imagens registradas no detector CR-39, visualiza-
das por microscopia Optica e capturadas pela camera digital Coolpix 995, sdo projecoes
bidimensionais de agrupamentos de bacilos ou bacilos isolados, diferentemente daque-

las fornecida por microscopia eletronica de varredura, que sdo tridimensionais.

Para diferenciar as imagens decorrentes de artefatos ou defeitos das relacionadas
as micobactérias, algumas laminas de CR-39 foram irradiadas e submetidas ao processo
de revelacdo, nas mesmas condi¢des dos ensaios neutrongraficos realizados com as a-
mostras micobacterianas. As amostras usadas foram: 1) ldminas de CR-39 virgem (ndo
irradiado e sem solucao de boro) submetido somente ao ataque quimico; b) laminas de
CR-39 com gotas de solugdo de boro, irradiada e revelada. As imagens das laminas cor-

respondentes encontram-se ilustradas na figura I'V.1.

Figura IV.1 — Imagens da superficie das ldminas do detector CR-39: a) danos ou defei-
tos presentes na superficie de uma lamina; b) tragos de particulas alfa resultantes da

reacdo '°B(n,a)'Li registrados na lamina de CR-39.

Para uma melhor visualizagdo da geometria conica dos tragos revelados presen-
tes no detector CR-39, gerados pela reagdo nuclear '°B(n,a)L’ , obteve-se algumas ima-
gens por Microscopia de Forga Atdmica (MFA) utilizando o microscopio ASYLUM
RESEARCH’S MFP-3D AFM, alocado no Laboratorio de Fisica Biologica/
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IBCCF/UFRJ. As imagens foram obtidas com o microscépio, operando no modo tip,
com “scanner” de 50 um e equipado com um cantilever AC-2. Na figura IV.2 apresen-

ta-se a imagem dos tragos revelados obtidos com o MFA.

1.1 m

Figura IV.2 — Imagem dos tragos revelados de particulas alfa sobre o CR-39 provenien-

tes da reagdo nuclear '°B(n,a)L” obtida com um microscopio de forca atdmica (MFA).

Nos primeiros experimentos, trabalhou-se com amostras diluidas de 10°, 10° ¢
107 a partir do tubo n° 1 da escala de McFarland, que corresponde as concentragdes de
3.000, 300 e 30 micobactérias por mililitro, respectivamente. Portanto, em Syl de sus-
pensdo da amostra, depositada sobre o detector, a expectativa era de se encontrar em
média 3 ; 0,3 e 0,03 bacilos presentes, respectivamente, ou seja uma quantidade muito
pequena. Por isso, e por razdes que serdo apresentadas mais adiante, passou-se a traba-
lhar com as amostras numa concentra¢io de 3 x 10® bacilos/mL no tubo n° 1 da escala

de McFarland, ou seja, sem diluigdo.

IV.1 — Esterilizagao

O método de esterilizacdo teve uma importancia fundamental no protocolo, ja
que ele acarreta alteragdes significativas em alguma regido da célula, levando-a a morte.
Assim, para observar se o processo de esterilizacdo interferiria na formacao das imagens
neutrongraficas das micobactérias, realizou-se dois experimentos utilizando, no primei-

ro, o hipoclorito de sédio e no segundo, a autoclavagem. A Figura IV.3, obtida com
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auxilio de um microscopio optico utilizando-se uma ocular de 10x e objetivas de 40x,
Figura IV.3 (a) e 100x, Figura IV.3 (b), mostra duas estruturas presentes na superficie
da lamina de CR-39, que foi gotejada com uma suspensdo de M. avium e M. tubercu-
losis, apos esterilizagdo com o hipoclorito de sodio e a autoclavagem, respectivamente.
As imagens foram capturadas pela camara digital Coolpix 995 com zoom o6ptico de 2x,

na Figura IV.3(a).

1000x

Figura IV.3 — a) Imagem neutrongrafica obtida com a amostra contendo a M. avium
esterilizada com hipoclorito de s6dio b) Imagem neutrongrafica obtida com a amostra

contendo M. tuberculosis esterilizada por autoclavagem. (barra = 50 pm)

Algumas estruturas observadas sobre a superficie do detector, apds os ensaios
neutrongraficos realizados de acordo com os procedimentos descritos no capitulo III,
ndo permitiram correlaciona-las, de forma conclusiva, a imagens de bacilos (vide figura
IV.3). Para se obter imagens neutrongraficas diferenciadas, que facultasse essa identifi-
cacdo, adicionaram-se substancias as suspensdes de micobactérias para que aumentasse
o numero de bacilos isolados ou se reduzisse a camada de lipidios presentes na parede
celular, mantendo-se as condigdes de: a) dopagem com 19B; b) irradiagéo; ¢) revelacdo
dos tragos latentes. Optou-se pelas seguintes substancias: 1) a fucsina fenicada a 0,3 %,
para tingir os tragos revelados durante o procedimento de revelacdo; 2) o tween-80, um
surfactante utilizado para desagrupar os microrganismos €, assim, aumentar 0 nimero
de micobactérias isoladas na amostra; 3) a D-cicloserina, um antibidtico que age inibin-

do a formagao da parede celular da primeira geragdo descendente, sem provocar a sua
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lise; e 4) o Xilol, que remove a camada de lipidios da parede celular de algumas mico-

bactérias e tende a agrupa-las na superficie da suspensao, facilitando sua coleta.

IV.2 — Uso da fucsina fenicada e boro-10

Duas imagens obtidas com o procedimento descrito na se¢ao I11.9 sdo mostradas
na Figura IV.4. A Figura 4.(a) foi obtida, ao se adicionar primeiro a fucsina e, depois o
boro-10, observando-se uma estrutura interessante; na segunda, ndo se obteve imagens
semelhantes a anterior, porém notou-se que os tracos isolados ou sobrepostos de parti-
culas a no CR-39 apresentaram uma coloracdo ligeiramente lilas, no lugar da cor mar-

rom mais comum de aparecer.

400x 400x

Figura IV.4 — a) Imagem neutrongafica obtida com amostras de M. fortuitum obtida
adicionando-se primeiramente a fucsina e, depois o '°B; b) imagem de um trago isolado
(destacado pela circunferéncia) e tracos sobrepostos de particulas alfa de cor lilas.

(barra = 50 pm)

IV.3 — Emprego do tween-80 na suspensao de micobactérias

A andlise das imagens permitiu concluir que a adi¢do de Tween-80 ndo interfere

na obtenc¢do e na qualidade da imagem, como mostra a figura IV.5.
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Figura IV.5 — Imagem neutrongrafica obtida com amostra contendo M. fortuitum, com
fucsina e tween-80 adicionadas a suspensdo depositada sobre o detector CR-39.

(barra = 50 pm)

IV.4 — Emprego da D-cicloserina na suspensao de micobactérias

A D-cicloserina danifica a parede celular da micobactéria, criando orificios de
dimensdes extremamente pequenas, da ordem de 1A. Como a revelagio dos tragos nu-
cleares por ataque quimico produz uma ampliagdo da imagem registrada da ordem de
1000x, criou-se uma expectativa de se poder visualizar esses orificios nas imagens ob-
servadas com o microscopio optico. Apesar da visualizacdo de alguns “nédulos” na i-
magem neutrongrafica obtida, indicado pelas setas na Figura IV.6, o resultado ndo ¢

conclusivo.

400x

Figura IV.6 — Imagem neutrongrafica de amostra preparada com a M. fortuitum, cresci-
da no meio Middlebrook 7H9 com tween-80 durante 7 dias, sendo, posteriormente, adi-

cionada D-cicloserina e deixado incubar por 24 horas. (barra = 50 pm)
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IV.5 — Uso do xilol na suspensao de micobactérias

O xilol € um liquido incolor pouco soltvel em 4gua, que remove a camada de li-
pidios da parede celular de algumas micobactérias presentes numa suspensdo, dividin-
do-a em duas fases, conforme mostra o desenho esquematico, na figura IV.7. A primeira
fase contem os lipidios extraidos da parede celular e, na parte superior da segunda fase,

uma grande quantidade de bacilos com e sem lipidios fica concentrada.

M——
Lipidios extraidos pelo xilol
Micobactérias com e sem lipidios
—_/

Figura IV.7— Esquema das fases presentes na suspensao, ap6s a adi¢@o do xilol.

O teste foi realizado com a espécie M. fortuitum, diluida até 10°. Usou-se um
volume de 100 pL da suspensdo com o microrganismo e 200 pL de xilol. Apos a for-
macao das fases, dispensou-se a primeira, pipetou-se 50 pL da parte superior da fase
agua e incubou-se-a com 5 pL de '°B, por 30 minutos a 37°C, em estufa. Gotejou-se a
amostra sobre as laminas de CR-39 e irradiou-se-as com feixe de néutrons térmicos do
reator Argonauta. A figura IV.8 (a) e (b) mostram as imagens neutrongraficas das estru-
turas com aspectos morfologicos irregulares e na figura IV.(c) uma estrutura que se as-

semelha a um grumo de bacilos.
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400x (z4x)

Figura IV.8 — Imagens neutrongraficas observadas na amostra com a espécie M. fortui-
tum, depois de tratadas com xilol, dopadas com '°B e irradiadas com um feixe de néu-

trons térmicos. (barra = 50 um)
IV.6 — Tracos versus tempo de revelagao

Para se observar a ampliagdo da imagem registrada na lamina de CR-39, em
fun¢do do tempo de ataque quimico, micobactérias da espécie M. fortuitum foram dilui-

das de 10, incubadas com IOB, por 30 minutos, numa estufa a 37°C e expostas ao feixe

neutronico. As laminas de CR-39 foram submetidas ao processo de revelaciao por 10,
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20, 30, 40, 50 e 60 minutos, respectivamente, da seguinte maneira: a cada intervalo de
10 minutos, interrompia-se o ataque quimico, lavava-se, secava-se, observava-se a ima-
gem gravada no CR-39 num microscopio Optico e se capturava a imagem com a camera
digital Coolpix 995 da Nikon com lentes ocular de 10x e objetiva de 40x e com um zo-
om Optico da camara de 1x. A evolugdo da ampliagdo da imagem ¢ apresentada na Figu-
ra IV.9. Uma vez que as caracteristicas da imagem se mantiveram visiveis e idénticas ao
logo do processo, continuou-se usando o tempo de revelacdo de 60 minutos. A imagem
relativa ao tempo de revelacdo de 10 minutos ndo foi apresentada, porque os detalhes

aparecem muito pequenos.

Figura IV.9 — Imagens neutrongraficas mostrando a evolucdo das dimensdes dos tragos

de particulas a, em funciao do tempo de revelagdo do CR-39.
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IV.7 — Aderéncia dos bacilos nas laminas e a interferéncia do hipoclorito de sddio

Em todos os experimentos realizados a quantidade de estruturas presentes na su-
perficie do detector, que pudessem estar relacionadas aos bacilos, manteve-se muito
aquém do esperado, mesmo ao se lidar com amostras no padrao de turbidez idéntico ao
dos tubos n°1 e n°2 da escala de McFarland, que correspondem as concentragdes de 300
milhdes de bactérias/mL e 600 milhdes de bactérias/mL, respectivamente. Suspeitou-se
de que elas escorregavam na superficie lisa do CR-39. Investigou-se, entdo, que fatores,
durante o procedimento, poderiam estar afetando a aderéncia das micobactérias nessa
superficie. As hipdteses levantadas foram: 1) caracteristicas de hidrofobicidade e super-
ficie bastante lisa do CR-39; 2) uso do hipoclorito de sodio no processo de esterilizacdo.
Para investigar as hipoteses citadas, preparou-se uma amostra com a espécie M. fortui-
tum com turbidez igual ao tubo n° 2 da escala de McFarland, esterilizou-se com hipoclo-
rito de sédio a 1% e dopou-se com boro-10. Realizou-se dois experimentos: no 1°, ten-
tou-se fazer um esfregaco da suspensao sobre a lamina de CR-39, porém, ndo se conse-
guiu espalhar e manter o material aderido a lamina; no 2°, fez-se um esfregago sobre a
lamina de vidro e procedeu-se ao tingimento pelo método ZN. Usou-se como controle
uma amostra ndo esterilizada com hipoclorito de sodio. Observou-se experimentalmente
que, durante a etapa de lavagem das laminas em agua corrente, no procedimento de co-
loracdo, a amostra esterilizada com a hipoclorito de sddio foi perdida, enquanto que a
ndo esterilizada foi fixada. Concluiu-se, entdo, que o hipoclorito de sodio dificulta a

fixacdo dos microrganismos nas laminas.

Buscando-se solucionar o problema, testou-se o uso do soro fetal bovino (SFB) e
do formol como fixadores. Gotejou-se, entdo, a mesma amostra do experimento anterior
sobre as laminas de vidro e de CR-39, cobrindo-se ambas com soro fetal bovino ou com
formol; realizou-se o esfregaco de forma suave, deixando-as secar, para se proceder a
coloragdo de Kynioun, conforme descrito na se¢do III.8 e visualizagdo por microscopia
optica. Algumas laminas de CR-39 foram irradiadas e, posteriormente, reveladas com o

NaOH a 6,25 N.

Os conjuntos amostras-fixadores, depositados sobre laminas de vidro e de CR-39

para esfregago e coloragdo, foram os seguintes:
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1°) formol + micobactéria incubada com boro;
2°) SFB + micobactéria incubada com boro;
3°) SFB + micobactéria incubada com boro + hipoclorito de sodio a 1%;

4°) formol + micobactéria incubada com boro + hipoclorito de sodio a 1%;

O soro fetal bovino fixou melhor os bacilos presentes nas laminas de vidro e de
CR-39 do que o formol. Nas laminas de CR-39, que foram irradiadas e reveladas, ndo se

observou imagens neutrongraficas de bacilos.

IV.8 — Procedimentos alternativos para a adesao do bacilo ao CR-39

Em face dos resultados anteriores, buscou-se na literatura um procedimento al-
ternativo que pudesse minimizar o problema da adesdo do bacilo na superficie das 1ami-
nas de CR-39. Artigos especificos sobre o tema, ndo foram encontrados mas, sim, al-
guns relacionados as pesquisas sobre a topografia dos detectores de tragcos nucleares,
biocompatibilidade entre o material do detector e a cultura de células e experimentos
radiobioldgicos. A idéia que se adotou foi a do aumento da rugosidade da superficie do
CR-39, através de um ataque quimico com o agente revelador antes de se depositar a
amostra (HO et al, 2003, GAILLARD et al, 2005, LI et al., 2006, NG et al, 2008). Op-
tou-se, entdo, por realizar um pré-ataque quimico com a solu¢do de NaOH, em condi-
coes semelhantes aquelas usadas para a revelagdo das amostras, porém, com o tempo de
revelagdo igual a 10 minutos, antes da deposi¢do das amostras sobre o detector. Para
testar a eficiéncia do pré-ataque, realizou-se baciloscopias de escarro in natura de um
paciente com diagnostico de tuberculose pulmonar 3+, usando-se laminas de CR-39
pré-tratadas, ndo tratadas e laminas de vidro. As amostras foram fixadas e esterilizadas,
por aquecimento com um bico de Bunsen, e depois submetidas a coloracdo de Ziehl-
Neelsen (ZN). Em seguida, as laminas foram observadas no microscopio 6ptico, com
lentes ocular de 10x e objetiva de 100x imersa em 6leo. Observou-se um aumento na
quantidade de bacilos presentes nas laminas de CR-39 pré-tratadas quimicamente, em
relacdo aquelas que ndo foram, porém, inferior ao numero de bacilos presentes nas 1a-
minas de vidro. A Figura IV.10.(a) mostra um campo da lamina de CR-39 e a Figura
IV.10.(b) um campo da lamina de vidro. Esse pré-ataque passou a ser utilizado em to-

dos os experimentos posteriores.
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Figura IV.10 — Baciloscopia de escarro in natura, com coloragdo ZN: a) esfregaco sobre
laminas de CR-39 pré-tratada com hidréxido de sodio e b) esfregaco sobre laminas de

vidro. As setas azuis indicam a posi¢ado de alguns bacilos. (barra = 50 pm)

Apo6s confirmagdo de uma melhor adesdo da M. tuberculosis nas laminas pré-
tratadas, conforme descrito no paragrafo anterior, deu-se prosseguimento aos experi-
mentos com a Neutrongrafia, utilizando-se como amostra bioldgica, o escarro in natura
de pacientes com diagndstico 3+, para TB. As condigdes para a irradiagao e revelagao
do detector foram semelhantes aquelas utilizadas para as amostras cultivadas, ou seja,
irradiacdo com fluxo de néutrons, por 30 minutos, e revelagdo com NaOH 6,25N, a
90°C, por 60 minutos. A manipulacdo desse material ainda nao estéril seguiu todas as
normas de seguranca recomendado pela ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitaria). As
amostras foram preparadas da maneira que se segue: dopou-se a amostra com '°B por 30
minutos, a 37°C e, em seguida, fez-se esfregacos sobre algumas ldminas de vidro e de
CR-39 pré-atacado quimicamente. Depois, procedeu-se a esterilizacdo e a fixagdo por
aquecimento com um bico de Bunsen, aproximando-se a lamina de CR-39 da chama o
suficiente para esquenté-la, mas, sem produzir-lhe danos. Para uma andlise comparativa
do nimero de bacilos presentes em cada lamina, submeteu-se os esfregacos sobre as
laminas de vidro a coloracdo ZN e aqueles sobre as laminas de CR-39, a irradiacdo e
revelagdo. Posteriormente, todas as laminas foram observadas com microscopio optico.
A baciloscopia realizada com as laminas de vidro confirmou o resultado esperado para
um escarro 3+, ou seja, 20 ou mais bacilos em cada campo Optico, 0 mesmo nao ocor-

rendo com a baciloscopia efetuada com o CR-39.
Decidiu-se, entdo, adicionar ao escarro dopado com 1OB, separadamente, a fucsi-

na fenicada a 0,3%, o tween-80 e o xilol, substancias ja utilizadas nas amostras labora-

toriais, devido suas caracteristicas especificas, porém, os resultados foram idénticos
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aqueles obtidos com as amostras cultivadas, conforme descrito capitulo III. Testou-se,
também, a adi¢ao de outros compostos, como o fenol a 10%, o TBE10X (uma solugao
tampado que contem uma mistura de base T (Tris), 4cido Borico e EDTA), o triton-X100
(octilfenol etoxilado), o SDS a 0,1% (dodecilsulfato de s6dio, um surfactante aniénico),
para desgrumar as bactérias. Esses experimetnos foram realizados com as espécies de
M . smegmatis ATCC 14468, M. flavescens ATCC 14474, M. chelonae ATCC 35752,
esterilizadas por autoclave, dopadas com '°B na concentragio de 5mg/mL, sendo irradi-

adas e reveladas nas condi¢des descritas nas segoes II1.5 e I11.6.

Como a quantidade de estruturas que pudessem ser associado ao mapeamento
dos bacilos, pelas particulas alfa resultante da reacdo '’B(n,a)’Li, manteve-se inferior
ao esperado, decidiu-se continuar a pesquisa usando as amostras clinica e laboratorial
turvacgdo do tubo n°l da escala de McFarland e alterando-se outros parametros. Avaliou-
se novas concentragdes para a solugdo de '°B, como por exemplo, 10mg/mL e 15
ml/mL; outros periodos de incubag¢dao da micobactéria com o boro-10, como por exem-
plo, 60 e 90 minutos, assim como, testar a solu¢do PEWgs (15% KOH + 65% C,HsOH +
20% H,0), como agente revelador dos tragos latentes, pois segundo a literatura (YA-
NAGIE et al, 1999, OGURA et al, 2001) em imagens de experimentos radiobiologicos
de secdes finas de cortes histoldgicos de corpo inteiro de camundongos a revelagdo com

essa solucao melhora a qualidade da imagem.
IV.9 — Aderéncia e transporte do boro-10 no bacilo

Diante da persisténcia de estruturas ndo conclusivas ¢ do baixo numero das
mesmas nas laminas de CR-39 contendo amostras marcadas com IOB, resolveu-se inves-
tigar se o problema ndo estaria associado a adesdo do marcador a superficie do bacilo ou
do seu transporte até o interior dos bacilos, em fun¢do da espessura ¢ do alto teor de
lipidios, caracteristicas da parede celular desse género, aliado ao fato do elemento boro

ndo estar inserido na sua lista de micro € macro nutrientes.

Iniciou-se essa investigacdo com uma massa M. smegmatis ATCC 14468, nao
diluida em liquidos e ndo dopada com 198, colhida diretamente da cultura, esterilizada
em autoclave a 121°C, por 30 minutos, usando-se o arranjo descrito na sec¢ao IIL.5, iten

2. Em seguida, o CR-39 foi revelado em solu¢do de NaOH a 6,25N, por 60 minutos, a
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70°C. A imagem formada sobre a superficie do detector tem uma 4rea de 0,24 cm” e foi
capturada com uma camera digital Coolpix 995, ajustada com foco macro e zoom 6ptico

de 3,5x. A Figura IV.11 mostra a imagem obtida.

Figura IV.11 — Imagem de uma massa de M. smegmatis obtida com um detector de tra-

¢os nucleares ¢ uma folha conversora de boro.

Repetiu-se o experimento acima com escarro ¢ obteve-se as imagens ilustradas

na figura [V.12.

Figura IV.12— Imagens de um esfregago sobre ldmina de CR-39, utilizando como con-

versor uma folha de boro.

Com base no resultado da Figura IV.11, onde ¢ possivel se observar nitidamente
a regido em que a massa de M. smegmatis foi depositada, duas analise podem ser feitas:
1) os néutrons ou foram espalhados e/ou absorvidos pelo material, e portanto, ndo al-
cancaram a folha conversora de '°B e, consequentemente, a reacdo nuclear '°B(n,ot)’Li
nao ocorreu; 2) os néutrons alcancaram a folha conversora apds atravessar a amostra, a

reacdo nuclear ocorreu, porém as particulas alfa geradas ndo chegaram ao detector, pelo
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fato da espessura da amostra ser maior que o seu alcance. Entendeu-se que esse resulta-
do ¢ um indicio de que ocorre uma interagao entre os néutrons, o material e a folha con-

versora € que a deposicdo de uma finissima camada de material (filme fino) aumente a

probabilidade.

Fez-se outro ensaio neutrongrafico com a espécie M. massiliense (CRMO0018)
seguindo os procedimentos descrito nas seg¢oes II1.5 e II1.12. Capturou-se dois tipos de
imagens do cultivo de M. massiliense sobre a lamina de CR-39: a) antes da irradiagao ¢
do ataque quimico e, b) depois da irradiac¢do e da revelagdo. A regido do cultivo impres-
sa na superficie do detector tem 1,0 cm de altura e 0,8 cm de largura. A camera digital
coolpix Nikon 995 foi ajustada para o foco macro e zoom de 3,5x. A FiguralIV.13 (a)e

(b) ilustra as imagens obtidas no experimento.

Figura V.13 — Imagem obtidas com a espécie M. massiliense sobre o detector, a) antes

da irradiagdo e da revelacao e b) depois da irradiacao e da revelagao.

Observa-se que as imagens da regido onde ocorreu o crescimento do bacilo so-
bre a lamina de CR-39, antes e depois da irradiacdo e da revelagdao, mantiveram-se idén-
ticos, porém a regido onde observava-se estruturas ramificadas na figura 13 (a) foram
perdidas na figura 13 (b). Acredita-se que, nesse caso, tempo de ataque quimico de 60
minutos, foi prolongado, resultando na perda dessa informacao. Na figura 14.(b) o con-
torno mais externo e os circulos (ambos preto) € a regido onde se visualiza com um mi-
croscopio Optico, auséncia de tracos revelados e a regido em tom acinzentado, ao con-

trario, ¢ muita densa em tracos revelados.
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IV.10 — Dopagem do bacilo com borofenilalanina (BPA)

Como o principal objetivo € obter-se imagens, por microscopia Optica, de mico-
bactérias dopadas com '’B em solugdo, a adesdo ou incorporagio desse isotopo ¢é fun-
damental. Decidiu-se, entdo, fazer uma pesquisa bibliografica para se identificar com-
postos borados que poderiam atuar como carreador de '°B para essas amostras. Néo se
encontrou nenhuma publicacdo cujo tema estivesse relacionado diretamente ao transpor-
te do boro para o interior de microrganismos, mas, varias publicagcdes relacionadas a
pesquisa do transporte de '°B para o interior de células cancerigenas cerebrais e de ou-
tros 6rgaos, usando a técnica de Terapia de Captura Neutronica por Boro, BNCT (SK-
VARC et al., 1999, WITTIG et al, 2000, OGURA et al., 2001, DRAGOSA et al. 2002,
CODERRE et al, 2003, YOKOYAMA et al, 2006). Essas publicagdes apontam que os
dois agentes distribuidores de '°B usados mais rotineiramente em experiéncias clinicas,
sdo: a sulfidrila borada Na,;B;,H;;SH (BSH), usada ha cerca de 30 anos em pesquisa de
tumores cerebrais (gliobastomas), e o p-borofenilalanina (BPA) utilizado em pesquisas
de melanoma, em virtude de sua semelhanca estrutural com os precursores da melanina.
Outros compostos aprovados para o estudo da biodistribuicdo de boro no organismo
humano sio a porfirina borada (BOPP) e o borado poliedral estavel Nay[closo-B;oH;o]

proposto para a terapia com néutrons rapidos (CODERRE et al.2003).

Resolveu-se, entdo, testar o uso de um desses compostos como carreador de boro
em nossas pesquisas. Iniciou-se com o BPA (4-boro-DL-fenilalanina) fornecido pela
Sigma-Aldrich, apenas pela facilidade de aquisi¢do no mercado, ja que o tempo neces-

sario para a importacdo do BSH e do BOPP ndo permitiria a sua chegada em tempo ha-

bil.

Fez-se o primeiro experimento utilizando o BPA com tecido da pata de um ca-
mundongo Balb/c, sacrificado de acordo com as normas vigentes. Injetou-se 0,1 mL de
solucdo de BPA na concentra¢do de 1pg/uL, deixou secar em temperatura ambiente.
Em seguida, seccionou-se a amostra em camadas finas que foram fixadas sobre a lamina
de CR-39 com uma fita adesiva. A amostra foi irradiada com feixe néutrons térmicos
proveniente do canal de irradiagdo J-9 do reator Argonauta, durante 120 minutos, e pos-
teriormente, revelada em solucdo de NaOH a 6,25N e tempertura de 70°C, por 60 minu-

tos.
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A Figura IV.14 (a) e (b) mostra as imagens obtidas antes e depois da irradiagdo e
da revelagdo, respectivamente com uma camera Coolpix 955 ajustada para o foco ma-
cro. Pode-se observar na Figura IV.14 (b) a imagem da amostra formada na superficie
do detector, como resultado dos tragos nucleares produzidos pelas das particulas alfas
provenientes da reacdo '°B(n,a)Li’ e pelos protons gerados pelas reacdes 'H(n,n’)'H e
“N(n,p)"*C. As regides do tecido impressa no detector, mostrada na segunda imagem

r . 2 2
possuem areas de aproximadamente 0,8cm” e 0,7cm”.

Figura IV.14 - (a) imagem do corte de tecido da pata de um camundongo Balb/C dopa-
do com BPA antes da irradiagdo e da revelacdo e (b) mesma amostra com imagem obti-

da depois da irradiagdo e revelagao.

Realizou-se, entdo, o segundo experimento com escarro ¢ M. bovis (BCG) na turvacdo
do tubo n°1 da escala de McFarland, ambos esterilizados por autoclave e a solugdo de
BPA na concentragdo de 100 ng/50 mL. A amostra foi preparada da maneira que se
segue: Centrifugou-se 100 pl da espécie, a 14 000 rpm, durante 2 minutos. Depois la-
vou-se uma vez com Triton X-100 (10%). Em seguida ressuspendeu-se em 1 mL de
Triton e centrifugou-se novamente na mesma condi¢ao anterior. Descartou-se o liquido
e adicionou-se 50 pl da solu¢ao de BPA na concentragdao de 100 pg/50 ml ao sedimento.
Colocou-se a amostra em uma estufa, por 30 minutos, na tempertura de 37°C. Gotejou-
se 10 uL de cada amostra no CR-39, seguindo-se depois os procedimentos de irradiagao
e revelacdo de rotina. A Figura IV.15 (a) ¢ a imagem por microscopia Optica de uma
regido do esfregaco e a Figura IV.15 (b) a da borda da gota contendo M. bovis. Em am-
bas vé-se uma boa densidade de tragos de particulas alfa, principalmente na amostra
gotejada, porém, ndo se identificou na superficie do CR-39, nenhuma estrutura que pu-
desse que pudesse caracterizar bacilos isolados ou agrupados. Possivelmente, o BPA

~ . ~ 1 1.7
ndo cumpriu a fungdo de carreador de '°B, para essas amostras diluidas.
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Figura IV.15 - (a) a imagem de microscopia Optica de uma regido do esfregaco de escar-
ro positivo para tuberculose e (b) imagem da borda de uma gota contendo M. bovis
(BCG), ambas dopadas com BPA, irradiadas com néutrons térmicos e reveladas em

solucao de NaOH a 6,25N. (barra = 50 pm)

IV.11 — Eletroporagdo de M. fortuitum para inser¢ao do boro-10

Resolveu-se utilizar a técnica de Eletropermeabiliza¢dao ou Eletroporagdo para o
transporte do boro-10 através do bacilo. Durante a eletroporacdo, ocorrem varios fend-
menos na membrana das células em suspensdo, conforme descrito na secdo 1.4.4. A ca-
mara de eletroporagao utilizada foi a Cell-Porator System Electroporation Pulse Control
& Power Supply, fabricada pela Life Technologies, e disponibilizada pelo Laboratério
de Instrumentagcdo Biomédica/COPPE/UFRIJ e as cubetas com eletrodos de aluminio da
eppendorf. Nesse modelo de cAdmara de eletroporagdo, o estimulo elétrico é gerado por

descarga no capacitor.

Submeteu-se as bactérias E. coli e M. fortuitum ATCC6841, suspensas em uma
solugio enriquecida com '°B, a técnica da eletroporagdo, para incorporar o boro-10 e,
posteriormente, irradiou-se-as com feixe de néutrons térmicos, para obtengdo da ima-
gem neutrongrafica. A espécie Mycobacterium fortuitum foi crescida no meio LJ; uma
massa da cultura foi coletada e triturada com pérolas de vidro. Adicionou-se dgua desti-
lada até obter-se a concentragdo do tubo n°1 de McFarland. A espécie Escherichia coli
foi crescida no meio Luria-Bertani (LB), contendo 10g de triptona (bacto-tryptone), 5 g
de extrato de levedura (bacto-yeast extract) e 5Sg de NaCl por litro, com agitacdo vigoro-
sa a uma temperatura de 37°C, por 24 horas. Depois, a cultura foi colhida e centrifugada

a 400 g por 10 minutos a 4°C. Um volume de 0,35 mL do tampao HEPES manitol a
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10% com mais 0,10 mL da suspensdo, contendo uma das amostras ¢ 0,05 mL de solu-
¢do de '°B na concentra¢do de 0,055 g/mL, foram colocados em duas cubetas estéreis.
Usou-se tampdao HEPES manitol a 10% como meio eletroporador, conforme recomen-

dac¢do do manual de instru¢do do aparelho. A tabela IV.1 mostra os valores ajustados

para o experimento.

Tabela IV.1 — Calibragao do eletroporador para a eletroporagao das amostras.

Grandezas Amostra 1: M. fortuitum Amostra 2: E. coli
Volume da amostra 0,5 mL 0,5 mL
Capacitancia 1980 puF 1980 pF
Tensao (max) 500V 250V
Largura do pulso (tempo) | 40 ms 40 ms
N° de pulsos 5 5
Intervalo entre dois pulsos | 1 minuto 1 minuto

Um volume de 0,5 mL de cada espécie foi pipetado na cubeta, que foi posicio-
nada na camara de eletroporacdo. Apds a calibracdo do equipamento, a cada intervalo
de 1 minuto, o capacitor, localizado no interior da cubeta, era carregado e, em seguida,
ocorria uma descarga elétrica. Repetiu-se esse procedimento por 5 vezes. Para se verifi-
car se ocorreu a lise das bactérias, em decorréncia da calibracdo ajustada, fez-se uma
coloragdo ZN com amostras de Mycobacterium fortuitum eletroporada. Nao foi visuali-
zada nenhuma bactéria nessa lamina, enquanto que, na ldmina controle com amostras
nao eletroporadas, a visualizagdo dos bacilos apds a coloracao, foi satisfatoria, signifi-

cando que, no primeiro caso ocorreu a lise das bactérias.

Repetiu-se o experimento anterior com a espécie M. fortuitum, porém ajustando
o eletroporador, com outros valores, uma vez que os utilizados anteriormente provoca-
ram a lise dos bacilos. As amostras foram preparadas da seguinte forma: a amostra I
continha 0,25 mL tampdo + 0,25 mL de bactéria + 0,025 mL de '°B (55mg/mL) ¢ a a-
mostra II, 0,25 mL tampao + 0,25 mL de bactéria + 0,050 mL de g (55mg/ml).

Optou-se por alterar valor da largura de pulso de 40ms para 1,0 ms. Assim, de
acordo com a tabela do manual de instrugdo, a capacitancia deveria ser ajustada para 50
uF. Os demais valores foram mantidos iguais, conforme mostra a tabela IV.2. Em se-

guida 0,5 mL da amostra I foi colocado na cubeta 1 e 0,5 mL da amostra II na cubeta 2.
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Tabela IV. 2: Valores calibrados para a eletroporagdo da M. fortuitum

Grandezas Amostra 1: (25 ul B) Amostra 2: (50 ul B)
Volume da amostra 0,5 mL 0,5 mL
Capacitancia 50 uF 50 uF
Tensdo (max) 500V 500V
Largura do pulso (tempo) | 1 ms 1 ms
N° de pulsos 5 5
Intervalo entre dois pulsos | 1 minuto 1 minuto

Com essa nova calibragdo visualizou-se com o auxilio do microscdopio dptico da
E 400 da Nikon, as micobactérias M. fortuitum, que foram submetidas ao processo de
eletroporacdo, e depois, coradas com ZN, conforme se observa na Figura IV.16. Este
resultado indicou que os ajustes estdo proximos aos niveis adequados para a espécie,
pois a quantidade de bacilos sobre a lamina de controle com as amostras nao eletropora-
das foi muito maior, o que significa que um percentual de bacilos eletroporados tiveram

suas paredes celulares lisadas.
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Figura IV.16 - Imagem de microscopia Optica de uma regido do esfregaco M. fortuitum

ATCC 6841 depois da eletroporacdo e da coloragdo ZN. (barra =50 pm)

Um resultado inesperado que pode ser notado na figura IV.16 é que algumas mi-
cobactérias eletroporadas ficaram tingidas de azul, preferencialmente, as que aparecem
isoladas, enquanto que as grumadas foram tingidas de vermelho. Uma hipotese para
esse resultado ¢ que os bacilos grumados foram menos estimulados pelo campo elétrico
pulsado, preservaram a identidade da parede celular e reteram a coloracdo com a fucsina

fenicada. As isoladas, ao contrario, sofreram maior dano na estrutura celular, perderam
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a colorag¢ao devido a fucsina fenicada, apds a lavagem com o reagente alcool-acido, e

retiveram a coloragao do azul do metileno.

Quando se realizou os ensaios neutrongraficos com as amostras eletroporadas,
ndo se observou a presenga de estruturas que evidenciassem o mapeamento dos bacilos
pelos tragos de particulas alfa, mas somente de tragos. Esse resultado conduz as seguin-
tes hipoteses: 1) a auséncia de estruturas nas neutrongrafias poderiam estar associadas a
ndo adesdo ou inser¢do do boro-10 pelos bacilos; 2) a dificuldade da formagdo das ima-
gens neutrongraficas poderia também estar relacionada ao pequeno alcance das particu-
las alfa no meio (bacilo), de tal forma que elas ndo consigam atingir superficie do detec-
tor; 3) os néutrons térmicos poderiam estar sendo espalhados pela camada mais externa
do bacilo, rica em lipidios e outras moléculas organicas, que contém hidrogénio, oxigé-
nio e carbono, conforme ilustra a Figura I1.10; e 4) as particulas alfa provenientes das
regides mais internas do bacilo perdem suas identidades, ao atravessar as zonas de alta

densidade de elétrons, transformando-se, em atomos de hélio.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Essa pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia que
propiciasse a obtencdo de imagens neutrongraficas de bactérias do género Mycobacteri-
um, em especial da espécie M. tuberculosis, mais ampliadas do que aquelas obtidas pela
baciloscopia convencional e que contribuisse para otimizar o diagnéstico da tuberculo-
se. Para tal, as micobactérias foram diluidas, dopadas com boro-10, gotejadas ou esten-
didas sobre as laminas de CR-39 e expostas ao feixe de néutrons térmicos do canal de
irradiagdo J-9 do reator Argonauta/IEN/CNEN. A interacdo dos néutrons térmicos com
0 boro-10 produz uma reacdo nuclear, da qual resulta a emissdo de particulas alfas de
1,48 MeV. A expectativa era de que as particulas alfa provenientes do boro-10 aderido a
superficie do bacilo criassem tracos latentes sobre a superficie do detector, reproduzindo
a morfologia dele ampliada, devido ao processo de revelacdo com o NaOH. Os resulta-
dos obtidos permitem concluir:

1) As estruturas observadas sobre a superficie do detector, apds 0s ensaios neu-
trongréaficos ndo permitiram correlaciona-las, de forma conclusiva, as imagens
de bacilos desse género;

2) Na&o é recomendado esterilizar com NaClO, amostras que serdo submetidas a co-
loracdo, pois a substancia dificulta aderéncia do bacilo tanto em laminas de vi-
dro, quanto em laminas de CR-39;

3) Deve-se efetuar um pré-ataque quimico nas laminas de CR-39 antes do deposito
ou esfregaco da amostra;

4) Obtem-se imagens das areas do depdsito da amostra quando se substitui a solu-
¢ao de boro-10 pela folha conversora de boro-10;

5) O p-borofenilalanina (BPA) nao foi eficaz como carreador de boro-10 para as
bactérias analisadas;

6) O uso da técnica da Eletroporacdo ndo resultou em imagens neutrongraficas das
espécies estudadas, porém o resultado pode ser uma vantagem para a analise tin-

torial;
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O item 6 nos conduz as seguintes hipoteses:

a auséncia de imagens nas Neutrongrafias poderiam estar associadas a ndo ade-
s&o ou incorporagdo do boro-10 pelos bacilos;

a dificuldade de se obter as imagens neutrongraficas poderia também estar rela-
cionada ao pequeno alcance das particulas alfa no meio (bacilo), de tal forma
que elas ndo chegassem a atingir a superficie do detector;

0s néutrons térmicos sdo espalhados pelo material agregado a camada mais ex-
terna do bacilo, rico em lipidios e outras moléculas orgénicas, que contém hi-
drogénio, oxigénio e carbono;

as particulas alfa provenientes das regifes mais internas do bacilo perdem suas
identidades, ao atravessar as zonas de alta densidade de elétrons e, se transfor-

mam em atomos de hélio.

Propostas Futuras

a) ajustar as condi¢des operacionais para 0 emprego da técnica de Eletroporacdo,

para outros carreadores a base de boro-10;

Realizar modelagens computacionais que simulem a morfologia e a estrutura ce-
lular de uma micobactéria para determinar o alcance das particulas alfa nesse
meio;

investigar a utilizacdo de outras metodologias que permitam detectar a emissao

de linhas espectrais do &tomo de helio

A ratificacdo ou ndo das hipoteses apresentadas acima direciona a pesquisa para

outras linhas de investigacdo, no sentido de se continuar a busca pelo ajuste das condi-

cOes operacionais para 0 emprego da técnica de Eletroporacdo, para um carreador a base

de boro. Para as 22 e da 32 hipdteses, sugere-se a realizacdo de modelagens computacio-

nais que simulem a morfologia e a estrutura celular de uma micobactéria. Em relagéo a

48 hipdtese, sugere-se investigar a utilizacdo de outras metodologias que permitam de-

tectar a emissao de linhas espectrais do hélio.

A pesquisa para obtencdo de imagens neutrongréficas de micobactérias em su-

pensdes contendo compostos borados mostrou-se desafiadora, mas acredita-se que vale
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a pena insistir. E, por que vale a pena insistir? Essa motivacao se prende aos dados a-
larmantes sobre a disseminacdo da doenca e o alto indice internacional de Obitos por
tuberculose e por outras doencas micobacterianas, publicados em relatorios oficiais,
como os Report da WHO. Assim sendo, toda pesquisa que venha colaborar com a iden-
tificacdo desses bacilos, em menor tempo, ou que melhore sua visualiza¢do por micros-

copia Otica, com certeza, sera importante.
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