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ESTUDO DE AMOSTRAS DE SANGUE HUMANO E HEMOCOMPONENTES
IRRADIADOS COM BAIXA DOSE UTILIZANDO A TECNICA DE
FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL
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A técnica de fluorescéncia de raios X por reflexdo total usando radiagdo
sincrotron (SR-TXRF) ¢ uma poderosa ferramenta utilizada para a determinagdo das
concentragdes elementares presentes em amostras biologicas. O alvo deste estudo €
avaliar as possiveis alteragdes causadas por processos de irradiacdo na concentragao de
elementos traco em amostras de sangue humano. As amostras de sangue foram
coletadas no Laboratorio de Andlises Clinicas Dr. Elilel Figueiredo, Rio de Janeiro. As
amostras (n=288) foram irradiadas com doses que variaram de 2 a 100cGy utilizando
uma bomba de cobalto Theratron 780 C do INCa, Rio de Janeiro. As amostras de
sangue total, plasma e matriz celular foram entdo, liofilizadas até¢ a completa eliminagao
da 4gua e, em seguida, passaram pelo procedimento padrao de digestdao aberta. Todas as
medidas foram realizadas na linha de fluorescéncia de raios X do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Brasil. Nas amostras de sangue total, os
resultados mostraram uma diminui¢do na concentracao de K, Fe (o > 95%) e Zn (o >
90%) em funcdo da dose para todo intervalo estudado. Nas amostras de plasma, a
concentragdo de K aumenta a partir de 4 ¢cGy (a0 > 95%). Entretanto, verificou-se um
decréscimo na concentragdo de Fe (o > 90%) para todas as doses. Para as amostras de
matriz celular, foi verificado apenas um suave decréscimo na concentragao de K (o >
95%) a partir de 20 ¢cGy. A concentracdo de Ca ndo apresentou variagdo significativa

em funcao do aumento de dose para nenhuma das amostras analisadas.
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The total-reflection X-ray fluorescence using synchrotro radiation (SR-TXRF) is a very
well-suited analytical technique to study the trace element contents in biomedical
samples. The aim of this study was to investigate the suitability of measuring mineral
and essential trace elements as a monitoring tool for the diagnosis of alterations caused
by irradiation procedures. Fresh blood specimens were obtained from Dr. Eliel
Figueiredo Laboratory, Rio de Janeiro. The samples (n=288) were irradiated with doses
from 2 to 100 cGy using of gamma radiation in a Theraton 780 C irradiator at the
National Cancer Hospital, INCa. After irradiation process, all samples were lyophilized
to remove the water content and then, they were submitted to the standard chemical
digestion by adding nitric acid. All the measurements were carried out at the X-Ray
Fluorescence beamline at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS), in
Campinas. In the whole blood samples, the data show a decrease in the concentration of
K, Fe (o > 95%) and Zn (a0 > 90%) as the dose increases over the dose range. In blood
formed elements samples, there was a slight decrease of K level compared to the non-
irradiated samples (o0 > 95%) up to 20 cGy.In blood plasma samples, K levels increse
up to 4 cGy (a0 > 95%). However Fe levels (o > 90%) decrease for all dose range. The
statistical analysis showed that the variation found for the Ca levels is not significant for
the whole blood and hemocomponents samples. In this way, Ca levels were not found

sensitivite to the irradiation dose.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

A humanidade esta constantemente sendo exposta a varias formas de radiagao,
cujos efeitos presentes e futuros ndo estdo perfeitamente delineados. Sendo da mesma
natureza da primdria, a radiacdo secundaria penetra na pele e pode afetar os tecidos

vitais, inclusive aqueles do sistema hematopoiético.

Acidentes afetos aos raios X comegaram ap6s seu descobrimento, sendo que até
1922 haviam falecido inimeros radiologistas devido a exposi¢do ocupacional. Este
elevado indice de oObitos se devia ao desconhecimento dos efeitos lesivos da radiacao

ionizante.

As radiacdes ionizantes desencadeiam efeitos biologicos sendo classificados em
efeitos estocasticos e deterministicos que dependem da quantidade de energia, do local
onde sdo absorvidas na célula e do tempo de exposicdo. Esses efeitos ndo sdo muito
considerados pelos trabalhadores porque nao sdo imediatos e algumas lesdes cutineas

podem levar muitos anos até surgirem.

Os danos a exposicao sistematica da radiagdo ionizante em doses baixas, ndo sao
totalmente conhecidos. Uma vez que ndo temos modelos precisos para analisar este
risco, a posicao mais prudente ¢ procurar manter os niveis de exposicao os mais baixos
possivelmente exeqiiiveis. Este principio ¢ conhecido como principio ALARA (As Low
As Reasonable Achievable). A aplicacio do ALARA implica em trés principios
fundamentais: distancia, tempo e blindagem, no servigo que envolva exposi¢do as

radiagdes ionizantes.

Para que se possa mensurar o efeito negativo da radiacdo ionizante sobre a satde
do trabalhador hé de se considerar como ja foi dito, a dose e o tempo de irradiacdo. Elas
produzem lesdes agudas, cronicas e tardias no corpo das pessoas em decorréncia de
alguns fatores tais como: ter contato através de bombas nucleares, exposi¢do com

finalidade terapéutica ou diagnostica, contatos acidentais com reatores, aparelhos de



radioterapia ou radiodiagndstico e, por ultimo, inalagdo ou ingestdo de poeira ou

alimentos que contém particulas radioativas.

A sensibilidade dos 6rgaos do corpo humano esté relacionada ao tipo de células
que os compdem. Por exemplo, se as células formadoras do sangue sdo as mais
sensiveis devido a sua taxa de reproducdo ser rapida, os 6rgaos formadores do sangue
s30 os mais sensiveis a radiacdo. As células musculares e nervosas sao relativamente

mais resistentes a radiacdo e, portanto, os musculos e o cérebro sdo menos afetados.

Segundo OKUNO (1998) e KONDO (1993) mesmo pequenas exposi¢des
poderiam aumentar a probabilidade de mutagdes e, conseqiientemente, a incidéncia de

canceres e de doencas hereditarias, em uma populacao exposta a radiagao.

A hipotese de linearidade entre a dose e o efeito e da auséncia de um limiar de
dose (LNT — Linear Non Threshold) se manteve, em sua forma original, por
aproximadamente uma década, quando W. Russell, do Oak Ridge National Laboratory,
se propos a testar sua validade, em ratos. Em seus resultados, notou que a observacao de
Timofeff, referente a linearidade do fendmeno, nao se confirmava para baixas doses
(RUSSEL, 1956). Segundo ele, quanto menor a taxa de dose, maior a dose necessaria
para a producdo de um mesmo efeito. O extremo do fendmeno foi observado em fémeas
de rato, nas quais nenhum efeito genético era detectavel, se as taxas de dose fossem

mantidas suficientemente baixas.

Na década de 60, a Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos criou
um comité com a incumbéncia de promover o levantamento de todos os dados da
literatura relativos as relagdes “dose-resposta”. Para seu posicionamento em relagdo a
carcinogénese, o comité se baseou, principalmente, em estudos envolvendo seres

humanos.

Segundo o TAEA (1978), International Atomic Energy Agency, (Agéncia
Internacional de Energia Atdmica), os ataques nucleares as cidades de Hiroshima e
Nagasaki proporcionaram uma oportunidade unica para o entendimento dos efeitos da

exposicdo de uma populagdo humana a baixas e altas doses de radiacdo. Até entdo, os



estudos relativos aos efeitos genéticos da radiagdo se limitavam a exposi¢do de

pequenos animais a altas doses.

Os estudos realizados na populagdo de Hiroshima e Nagasaki contribuiram para
confirmar a hipotese da LNT, apesar de ndo terem sido identificados, nos descendentes
das populagdes irradiadas, efeitos passiveis de serem imputados as explosdes nucleares.
O aumento significativo de leucemia e tumores solidos nas populagdes irradiadas e a
relacdo dose/efeito observada, mesmo para doses consideradas baixas, confirmavam a
hipotese de LNT; também confirmava a indugdo de leucemias e de canceres, como o0s

principais efeitos produzidos nas populacdes sobreviventes (IAEA, 1978).

Novas formas de vida se desenvolveram e evoluiram na terra em um campo de
radiagdo que era muito mais forte do que o existente hoje (CRONKITE, 1990). No
entanto, a exposi¢ao experimental a radiacdo ionizante tem sido muito conhecida por ser
associada as alteracdes nos tecidos hematopoiéticos e por vezes a morte (SHOUSE et

al., 1913, BOND et al., 1965).

As continuas mudancas na recomendacgao sobre limites de dose tém contribuido
para a filosofia de que a radiagdo ionizante ¢ prejudicial em qualquer dose (auséncia de
um limiar de dose). Como resultado, em geral, as pessoas acreditam que elas estdo
expostas a riscos mais graves de radiagcdes do que elas realmente estdo. Por exemplo, a
estimativa de risco ndo pode ser obtida a partir de estudos epidemioldgicos para doses
muito baixas, como aquelas associadas a radiodiagndsticos em medicina nuclear. Doses

abaixo de 200mSv sdo consideradas baixas doses (UNSCEAR, 1993).

Experimentos com células e animais continuam a ser o melhor caminho para
construir uma relacdo entre baixas doses e efeitos bioldgicos (OVERBEEK et al.,
1999). No entanto, extrapolacdo de experimentos celulares ou de animais nao ¢ simples

porque a consideracdo deve ser dada a uma faixa de fatores de efeitos- mudancas.

A percepcao de risco, uma opinido subjetiva de risco, depende do conhecimento
da natureza da radiacdo ionizante, seus potenciais efeitos na saiide e os mecanismos
empregados para prevé-los. Neste contexto, dosimetros fisicos e bioldgicos sdo os

principais instrumentos de monitoramento individual e coletivo.



Em resposta a radiacdo ionizante, estimativas de dose rapidas e confiaveis sao
cruciais para avaliagdes do risco de vitimas expostas durante a investiga¢do do real ou
do suspeito. O emprego de biodosimetria pode representar mais do que uma
metodologia complementar para dosimetria fisica no monitoramento individual. O
conhecimento sobre a quantidade de dose absorvida, um nimero em conjunto com a sua
unidade, ndo ¢, certamente, suficiente para avaliar os riscos relacionados a exposi¢do as

radiagdes.

Além disso, a comparagdo entre as mudancas dos indicadores bioldgicos como
resultados de uma irradiacdo com as mesmas alteracdes causadas por outros agentes
fisico-quimicos, pode ser importante para uma melhor compreensdo dos perigos das
radiagdes e os riscos que lhes estdo associados. Isso ajuda profissionais, bem como

leigos, numa uma visao melhor das praticas radioprote¢ao (AMARAL, 2005).

Nesse contexto e para fins de protecdo contra efeito das radiagdes, numa atitude
reconhecidamente de prudéncia, ficou estabelecido que qualquer dose, por menor que
fosse, representava um risco para a saude do individuo irradiado (auséncia de um limiar
de dose) e que esse risco poderia ser estimado com base nas observagdes realizadas para

altas doses (Hipotese da Linearidade Dose-Efeito).

Nos relatorios em que algum crédito foi dado para o efeito “taxa de dose”, os
questionamentos se relacionavam com a forma de introduzi-lo nas estimativas dos
coeficientes de risco e na estimativa de respostas para taxas de doses extremamente

baixas (JAWOROWSKI, 1995 e 1997).

Em suma, a questdo da LNT, embora tenha sido tratada de forma superficial,
deixa elucidado que a questdo dose resposta, para o caso das baixas doses, permanece
aberta, sendo seus efeitos a satide humana de interesse mundial. Evidencia-se, portanto,
a falta de respaldos experimentais técnico-cientificos consistentes que permitam as
autoridades pertinentes uma tomada de decisdes especificas de protecdo radiologica.
Sendo assim, torna-se crucial o desenvolvimento de projetos de pesquisa voltados
especificamente para baixas doses de radiagdo e de sua ligacdo com as questdes da

protegdo contra possiveis efeitos danosos a saide humana e aos seres vivos em geral.



Os recentes avangos nos estudos dos efeitos bioldgicos de baixas doses de IR
tém apresentado trés fendmenos inesperados: (1) instabilidade genética, descrito como
um retardado no aparecimento de mutagdes e aberragdes; (2) “efeitos espectadores”,
descritos como efeitos radiobioldgicos nas células ndo expostas causados por fatores
transmissiveis; (3) uma hipersensibilidade de baixa dose (HRS) e aumentou
radioresisténcia (IRR), expressa coletivamente como uma mudanca na relagdo dose-
efeito que ocorre em cerca de doses 50cGy (KAHDIM et al., 2004, MOTHERSILL et
al., 2002, JOINER et al., 2001, MARPLES et al., 2004).

Embora os mecanismos intrinsecos e os efeitos da baixa dose ainda nao sejam
claros, existe uma grande massa de dados que mostram que a abaixo de 50 cGy certos
efeitos ndo sdo quantitativamente relacionados com a dose e que fundamentalmente
diferentes processos estdo envolvidos nas respostas celulares a radiagdo ionizante

(NASONOVA et al., 2006).

CENGIZ et al. (2007) mostraram que a resposta de fase aguda das proteinas
também aumenta depois da radiacdo. Maior campo de radiacdo e dose mais elevada
levam a um aumento ainda maior da fase aguda das proteinas. Ao considerar todos os
dados em conjunto, hipotetisaram que a irradiacdo de corpo inteiro (TBI) muda a
concentragdo dos elementos traco do sangue (CENGIZ et al., 2003), induz a rapida
resposta de fase aguda das proteinas (CENGIZ et al., 2001), e provavelmente de muitas
outras proteinas inflamatorias e citocinas (NETA, 1997, RUIFROK et al., 1999 ¢
TRAVIS, 2001) no sangue.

A mudanga na concentragdo do sangue pode sensibilizar os 6rgdos a radiagao.
Acredita-se que a disfungdo organica apds TBI ¢ devido aos danos causados as células
parenquimais € a vasos sanguineos dentro do préprio sangue. Estdo atualmente a
estudando mudancas na concentragdo do sangue da resposta da fase aguda das proteinas

e as mudancas hemodinamicas no sangue apds TBI.

JANATPOUR et al. (2005) descrevem que frequentemente irradia-se sangue e
seus hemocomponentes com radiacdo gama, mas alguns centros utilizam raios X como
forma alternativa de irradiagdo de sangue. No entanto, os efeitos bioquimicos dos raios

X nas células vermelhas (eritrocitos) ndo sdo bem caracterizados. E sabido que ocorrem



mudangas na membrana dos eritrocitos, porém essas diferencas nao chegam a

comprometer o resultado clinico.

De fato, considerando a radiosensibilidade dos linfocitos in vitro e in vivo como
sendo iguais, a relagao dose-efeito obtida apés irradiagdo in vitro de sangue pode ser
utilizada para estimar os efeitos de uma irradiacdo in vivo (IAEA, 2001). Segundo
HOSSEINIMEHR et al. (2006) a exposi¢do a IR danifica diretamente as células
hematopoiéticas e altera a capacidade da medula 6ssea de suportar e/ou manter a

hematopoiese in vivo e in vitro.

Por esta razdo, o presente trabalho visa estudar as provaveis mudangas
decorrentes da irradiacdo a baixas doses de amostras de sangue liofilizado e
hemocomponentes utilizando-se a técnica de fluorescéncia de raios X por reflexao total
(TXRF), uma vez que o processo de irradiacdo pode ser responsavel por alteragdes na
fisiologia do sangue. Essa técnica de liofilizagdo, também conhecida como desidratagdo
a frio, é um eficiente processo de secagem de amostras bioldgicas que preserva células,

enzimas, vacinas, virus, soros, derivados sangiiineos etc.

A importancia da compreensdo de elementos traco na fisiologia humana levou,
ao longo dos ultimos anos, a uma maior necessidade de rapidez e métodos precisos
analiticos para a andlise de fluidos bioldgicos. A analise dos dados obtidos a partir
desses estudos fornece informagdes valiosas em campos da medicina, farmacia e
controle ambiental. Para este objetivo, diferentes técnicas analiticas tém sido

envolvidas.

A espectrometria de raios X evoluiu bastante, estima-se hoje, uma média
superior a mil publicacdes anuais. E uma das técnicas mais difundidas e utilizadas em

todo o mundo desenvolvido.

A primeira evidéncia da aplicagdo de raios X para analise elementar foi descrita
por BARCKLA (1911) no comeco deste século, a partir da observacdo dos espectros
caracteristicos de raios X. Entretanto, foi MOSELEY (1912) quem estabeleceu, pela
primeira vez, uma relagdo entre a freqiiéncia e o nimero atdmico de cada elemento

estudado.



A Fluorescéncia de Raios X (XRF) foi, efetivamente, introduzida como técnica
de andlise elementar na década de 50, quando os primeiros equipamentos de XRF
tornaram-se disponiveis comercialmente. Estes equipamentos utilizavam um sistema de
Fluorescéncia de Raios X por Dispersao de Comprimento de Onda (WDXRF). Nestes
sistemas, os raios X caracteristicos sao selecionados, por um cristal difrator, de acordo
com seus comprimentos de ondas, obedecendo a Lei de Bragg da difracdo por

LACHANCE et al. (1995).

O rapido desenvolvimento dos detectores semicondutores contribuiu para
aumentar e diversificar as aplicagdes com os sistemas de Fluorescéncia de Raios X por
Dispersdo de Energia (EDXRF). GIAUQUE et al. (1973) descreveram um sistema de
EDXRF usando detectores semicondutores de Si-Li com alta sensibilidade. Usaram
como fonte de excitagdo de fluorescéncia, um tubo de raios com anodo de Mo e padrdes
finos, com um unico elemento, para calibrar o sistema. Com este sistema conseguiram
medir, simultaneamente, 17 elementos a niveis de tragos em amostras biologicas e

geologicas.

CELIS (1996) descreveu um sistema de XRF de baixo custo e rapido para
analises nao destrutivas de minérios de ouro. O sistema utilizava uma fonte de Co-57
para excitar os raios X caracteristicos do ouro (linhas K) e ndo apresentava
interferéncias de outros elementos presentes na matriz. A absor¢do da radiagdo na

amostra foi pequena e as concentracdes medidas foram da ordem de 1 ppm.

Uma variante da EDXRF, denominada de Reflexdo Total (TXRF), vem sendo
utilizada principalmente na analise de elementos traco (na faixa de ng.g"') em amostras
liquidas (da ordem de pL) e em amostras solidas (nug) precedidas por digestao quimica
(MISTRA et al., 2002), em pesquisas relacionadas ao Monitoramento Ambiental,
Oceanografia, Biologia, Medicina, Industria, Mineralogia, etc (NASCIMENTO, 1999).

A TXRF ¢ uma técnica relativamente nova que deu provas de ser hoje uma
poderosa ferramenta para a analise de todos os tipos de amostras. Seus principios, como
vasta aplicabilidade e capacidade de detec¢do com relacdo as outras técnicas, t€ém sido

extensamente revisados por diversos autores.



As bem conhecidas propriedades intrinsecas do método oferecem diversas
vantagens, tais como: eficiente excitacdo da amostra tanto pelo feixe primario pelo feixe
refletido; baixissima radiacdo de fundo; deteccdo simultdnea de praticamente todos os
elementos; a simples ou ndo preparagdo de amostra; e, além disso, o volume amostras
necessario ¢ de alguns microlitros. Até agora a TXRF tem sido aplicada com sucesso

para a determinagdo dos elementos trago em diferentes ramos de biologia.

A amostra a ser analisa através da TXRF pode ser considerada um filme fino,
uma vez que esta técnica necessita de diminutas quantidades de amostra para a analise.
Dessa forma, os efeitos de absor¢ao ¢ os efeitos de matriz observados na EDXRF

podem ser desprezados, tornando-a uma técnica bastante competitiva.

Em analises por TXRF, um pequeno volume (tipicamente 20 ml) de amostras
liquidas ¢ sempre seco, como um filme fino, depositado num refletor de quartzo, depois
¢ irradiado com raios X de alta energia produzindo assim espectros de fluorescéncia

(PRANGE, 1989).

YAP et al. (1989) usaram TXRF para a analise de amostras finas de arcia
mineral. O método foi testado com amostras certificadas de rochas (JB-3J). Mostraram
que o método possui algumas vantagens: foi multielementar, a preparacdo das amostras
foi simples, a contribui¢do da radiagdo espalhada foi baixa e foram necessarias

pequenas quantidades das amostras (2ml) para a analise.

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

progressivamente.

Além disso, na TXRF, a determinagdo da concentracao elementar ¢ realizada
através do método da adicdo do padrdo interno, corrigindo as instabilidades do sistema,

como flutuagdes no gerador de raios X, emissdo de raios X pelo anodo, deteccdao dos



raios X, e erros operacionais, como a posi¢do do filme formado no refletor,

posicionamento das amostras, dentre outros fatores (KLOCKENKAMPER et al., 1992).

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

Caeo Fe.

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

valores medidos em populacgdes de outros paises.

MAGALHARES et al. (2006) estudaram a distribuicdo elementar em amostras de
tecidos humanos cancerosos e sadios utilizando as técnicas de EDXRF e TXRF. Foram

analisadas amostras de tecidos sadios e cancerosos de doadores alemaes e portugueses.

Analises diretas por si s0, ou combinadas com os procedimentos de preparacao,
¢ uma alternativa adequada para a determinagdo quantitativa dos elementos de tragos
por TXRF em amostras clinicas como soro (GREAVES et al., 2000), o sangue total
(AYALA et al, 1991), cérebro humano (MARCO et al.,1999), fluido amnidtico
(GREAVES et al., 1995) e tecidos liofilizados (MARCO et al., 2001).

AYALA et al. (1991) constataram a determinacéo direta dos niveis de elementos
traco no sangue usando TXRF propondo o desenvolvimento de uma nova técnica de
preparacao de amostras. Foram identificados os seguintes elementos: K, Ca, Ti, Cr, Fe,

Ni, Cu, Zn, Pb, Rb ¢ Sr.



MARCO et al. (2004) avaliaram a dificuldade associada & preparagio de
amostras biologicas para TXRF. Diferentes procedimentos de preparacdo e calibragdo
foram analisados. Analise direta por TXRF usando esses procedimentos mostrou-se um
método satisfatorio para determinacdo de elementos traco em amostras bioldgicas como

cérebro, liquido amniotico, soro e urina com uma qualidade analitica adequada.

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

de Fe e Cl, porém acarretou a destruigao das células vermelha do sangue.

Atualmente uma das técnicas mais utilizadas para andlise de fluorescéncia de
raios X ¢ através da associacdo com luz Sincrotron. A construgdo de Laboratorios de
Luz Sincrotron em todo mundo possibilitou uma grande variedade de aplicagdes em
diferentes campos, tais como: ciéncias dos materiais, cristalografia, micro-
espectroscopia, difracdo de raios X, fluorescéncia de raios X e muitos outros. A luz
Sincrotron possui um alto grau de polarizacao do feixe e uma alta energia para detecgao,
isso permite a determinagdo de elementos tragos em diferentes amostras em ciéncias

ambientais, biologicas e materiais (MELO JUNIOR, 2007).

Diversos trabalhos (BORGES, 2007; CANELLAS, 2006; CARVALHO, 2007;
SERPA, 2006; YUYING, 2001) destacam a grande variedade de aplica¢des do uso de
Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total usando uma fonte de Radia¢do Sincrotron
(SR-TXRF) no campo da medicina, uma vez que o conhecimento da concentracio de
elementos tracos em tecidos ¢ de grande importincia, ja que esses elementos estdo

envolvidos em muitas fungdes biologicas.

PRINS et al. (1984) e também JAKLEVIC et al.. (1990) apresentaram um
sistema de fluorescéncia de raios X utilizando como fonte de excitagdo a radiagdo
Sincrotron (SRXRF). Discutiram a analise de tragos em varios tipos de amostras e, em
particular, as vantagens e limitagdes, relacionadas com as propriedades especificas da
radia¢do Sincrotron como também, a influéncia do multiplo espalhamento inelastico e o
espalhamento Raman. Foi realizada uma detalhada comparacio entre os varios modos

de excitacao de fluorescéncia de raios X para analise de elementos a niveis de trago.
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HOMMA et al. (1995) investigaram as distribui¢des dos elementos Cu, Se e Zn
a niveis de tragos, em rins humanos, através de imagens obtidas usando-se fluorescéncia
de raios X com fonte de radiagdo Sincrotron. As imagens revelaram que os elementos
Cu, Se e Zn, em adultos, estavam mais concentrados no cortex renal do que na medula.
Resultados similares foram obtidos com recém-nascidos. As analises das amostras com
SRXRF confirmaram que estes elementos se distribuem, preferencialmente, no cortex.
A técnica é apresentada como uma ferramenta poderosa e auxiliar nos estudos de

amostras biologicas, principalmente, em histoquimica.

Este trabalho foi dividido da seguinte forma:

1* Etapa:

O crescente uso de fontes de radiagao no campo industrial € médico acarreta na
exposicdo de pessoas a campos de radiacdo cuja intensidade dependera ndo so6 das

caracteristicas da fonte, mas também da fung¢do exercida.

A importancia de programas de protecao radioldgica cresceu como conseqiiéncia
desse aumento das aplicagdes das radiagdes ionizantes e do interesse nos riscos
associados a sua utilizagdo. Assim como DANAIAK (2002), que ao contrario de outros
relatorios (onde a baixa dose deve ser < 1 rad), considerou a exposi¢dao as radiagdes
dividida em: baixa dose (< 1 Gy) e alta dose (> 1 Gy), em nosso trabalho foram usadas
amostras de sangue irradiadas in vitro em intervalos de dose chamados: baixas doses (2

a 100 cQGy).

As amostras de sangue foram doadas pelo Laboratério de Analises Clinicas Dr.
Eliel de Figueiredo no Rio de Janeiro. Estas amostras foram irradiadas no servigo de
cobaltoterapia do Instituto Nacional do Cancer (INCA/RJ) como serd apresentado no

Capitulo II.
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28 Etapa:

As amostras foram preparadas conforme serd mostrado no Capitulo III e
avaliadas pela técnica de SR-TXRF. Optou-se por essa técnica uma vez que a fonte de
excitacdo, a Radiacao Sincrotron (SR), oferece caracteristicas peculiares em detrimento
as fontes convencionais de raios X, tornando-a um modo ideal de excitagdo para a

fluorescéncia de raios X (CHEVALLIER, 1996).

No capitulo seguinte sera apresentada a teoria envolvida neste trabalho. No
capitulo III, toda a metodologia experimental e os materiais utilizados serao
introduzidos. Os resultados obtidos se encontram no capitulo IV e no capitulo V,

baseando-se nesses resultados, havera a conclusdo deste presente estudo.
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CAPITULO II
FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 — Biodosimetria

A exposicdo de corpo inteiro a doses de radiagdo causa danos ao sistema
hematopoético que se refletird nas células sanguineas periféricas e plaquetas. Essa
redu¢do nas células sanguineas circulantes pode causar septicemia, hemorragia, anemia

e morte (HOSSEINIMEHR et al, 2006).

Atualmente, é consenso que o conhecimento sobre os complexos processos
bioquimicos e biofisicos causados pela radiagao a nivel celular e molecular, bem como
o desenvolvimento de tecnologia para o uso seguro da radiacdo ionizante precisam ser
incrementados (AMARAL, 2005). A dosimetria biologica (biodosimetria) ¢ baseada na
investigacdo de efeitos biologicos radioinduzidos (bioindicadores) de modo a

correlaciona-los com a dose da radia¢ao (SILVA-BARBOSA et al, 2005).

As caracteristicas da radiacdo ionizante que podem predizer uma resposta
bioldgica incluem sua qualidade (por exemplo, o I-131 ¢ seletivamente concentrado na
glandula tiredide enquanto que o Sr-90 ¢é seletivamente depositado no 0sso), meia-vida,
taxa de dose e dose. Dose absorvida ¢ a quantidade fisica mais importante para avaliar o
potencial resposta bioldgica no tecido hematologico (e qualquer outro tecido do corpo)
como resultado da exposi¢do a radiacdo ionizante (SILVA-BARBOSA et al, 2005;
DANIAK, 2002).

Dose absorvida ¢ uma quantidade ndo-estocastica aplicdvel tanto para radiagdes
diretamente ionizantes quanto para as indiretamente ionizantes. Para radiagdes
indiretamente ionizantes, a energia ¢ depositada na matéria através de um processo de
duas ctapas. Na primeira etapa (resultando no kerma), a radia¢do indiretamente
ionizante transfere energia como energia cinética para particulas carregadas secundarias.

Na segunda etapa, essas particulas carregadas transferem parte da sua energia para o
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meio (resultando na dose absorvida) e perdem parte de sua energia na forma de perdas

por freanamento (bremsstrahlung) (PODGORSAK, 2005).

A dose absorvida ¢ definida como a energia média € depositada pela radiacao
ionizante na matéria de massa m em um volume finito V:
de

D ~am (IL1)

A energia depositada ¢ ¢ a soma de toda energia incidente no volume de
interesse menos toda energia que deixa o volume, levando-se em conta qualquer

conversao massa-energia dentro do volume.

A unidade usada para dose de radiagdo tem mudado apreciavelmente em anos
recentes. Primeiramente, o rad foi considerado a unidade padrdo de dose absorvida e o
rem a unidade de equivalente dose. Esses termos foram mudados recentemente. No
Sistema Internacional (SI), a unidade de dose absorvida ¢ Joule/kg ou Gray (Gy), que é
igual a 100 rad, e a unidade de equivalente dose ¢é Sievert (Sv), que ¢ igual a 100 rem
(FINCH, 2007).

A radiagdo pode interagir com moléculas biologicamente importantes em tecidos
do corpo, em particular DNA (a¢do direta), ou com a dgua que, apos sua excitagdo ou
ionizacao, transforma-se em espécies quimicas altamente reativas (radicais livres) que
danificam moléculas bioldgicas (acdo indireta). A sensibilidade das células a irradia¢do
¢ determinada por quatro processos fisicos bioldgicos (conhecidos como os 4 Rs):
Reparo, Repopulagdo, Redistribuicdo e Reoxigenag¢do. A importancia e efetividade
relativa desses processos podem ser significativamente diferentes para tecidos diferentes

(HALL, 2000).

A exposi¢do a radiagdo ionizante danifica diretamente as células
hematopoiéticas e altera a capacidade da medula dssea estromal suportar e/ou manter a
hematopoiese in Vivo e in vitro. A exposicao a radiagdo ionizante provoca a dependéncia
com a dose, diminuindo a circulagdo de células hematopoiéticas devido a reducdo da

produgdo das células pela medula dssea e também devido redistribuicdo e a apoptose
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dos elementos constituintes das células sangiiineas (MAUCH et al., 1995 ¢ DAINIAK,
2002). A exposi¢do de animais a raios gama resultou em doencas radioinduzidas e até

na morte (HOSSEINIMEHR et al., 2006).

11.2. Sangue

O sistema circulatorio constitui-se de trés componentes inter-relacionados: o
sangue, o coracdo ¢ o0s vasos sangiiineos. Funcionalmente, o sistema circulatério
transporta substancias para as células do corpo e outras delas provenientes. A fim de
desempenhar as suas fungdes, o sangue deve circular por todo o corpo. O coragdo serve
como uma bomba para a circulacdo e os vasos sangiiineos transportam o sangue do

coragdo as células do corpo e destas de volta ao coragdo e aos pulmades.

Através da circulacdo sangiiinea, as células do organismo, em todos os tecidos,
recebem sua alimentagdo, representada por componentes de proteinas, agucar, gordura,
agua e sais minerais. Também ¢é o sangue que, retornando dos tecidos, conduz o gas
carbonico e os residuos das células do corpo, eliminando-as por meio da respiracao, do
suor, da urina e das fezes. O oxigénio ¢ levado as células pelo sangue, através das
moléculas de hemoglobina existentes nos globulos vermelhos. Além disso, praticamente
todo o sistema de defesa do organismo contra doencas e os ataques de germes
patogénicos esta concentrado no sangue. O controle da temperatura do corpo, o
equilibrio da distribuicdo de 4gua e o processo de absorcdo celular também estdo

diretamente ligados ao sangue (OLIVEIRA, 1991).
O sangue, o uUnico tecido conjuntivo liquido, tem trés fungdes gerais: transporte,

regulacdo e protecdo. Ele ¢ um fluido mais denso e mais viscoso do que a agua e

constitui cerca de 8% do peso corporal.
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11.2.1. Composic¢do do sangue

O sangue total é composto de duas porg¢des: o plasma sangiiineo e os elementos

figurados (figura 2.1).

Plasma
(55%)
Leucocitos e
plaquetas
____ Elementos
Hemacias

 figurados (45%)

Figura 2.1 — Composi¢ao do sangue total

11.2.2. Plasma sangiineo

Quando os elementos figurados sdo removidos do sangue, o que resta ¢ um
liquido amarelado, chamado plasma. Ele corresponde a 55% do volume de sangue de
um adulto normal (~60Kg). O plasma consiste em 91,5% de agua, 7% de proteinas e
1,5% de solutos ndo-protéicos. Os 9% restantes correspondem a proteinas (7%) e outros
elementos, tais como: Potassio, Sodio, Cloro, Calcio e Ferro, Magnésio, Br, que embora
em pequenas quantidades (2%), sdo de grande importancia, pois variacdes em sua
concentragdo estdo diretamente relacionadas a disfungdes no organismo. Para cada um
desses elementos tem-se associado seu valor de referéncia (normalidade). Como
exemplo, temos a falta de ferro (concentragdo de ferro abaixo de seu valor de

referéncia) que caracteriza anemia (ZAMBONI et al., 2005).
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Sua funcao ¢ transportar agua e nutrientes para todos os tecidos do organismo. O
plasma também contém sais minerais, proteinas relacionadas com a coagulacdo do
sangue (fatores da coagulacdo) e com a defesa contra infec¢des (imunoglobulinas),

hormdnios, enzimas e as células do sangue.

O plasma ¢ o liquido que fica sobre a camada de células resultante da
centrifugacdo do sangue total quando coletado em tubos contendo anticoagulante. Neste
trabalho o anticoagulante utilizado foi o EDTA (EthyleneDiamineTetrAcetic acid -
acido etilenodiamino tetra-acético). Este ¢ o anticoagulante largamente empregado em
hematologia e oferece as vantagens de ser de preco accessivel e de provocar menos

danos a morfologia eritrocitaria e leucocitaria.

O EDTA ¢é um composto organico que age como ligante polidentado, formando
complexos muito estaveis com diversos ions metalicos. Devido a isso, € usado como
preservante do sangue, pois inativa os ions de cdlcio, que promovem a coagulag¢do
sanguinea. Esta habilidade de complexar e assim inativar ions metalicos ¢ também
usada como antidoto para envenenamento por chumbo. Sua féormula molecular e sua
massa molecular sdo respectivamente: C;oH;sN,Os € 292,25 g/mol (CARVALHO et al.,
1993).

O soro, por sua vez, ¢ obtido a partir da centrifugacdo do sangue em tubos que
ndo contém anticoagulantes. Por defini¢do, ele ¢ destituido do fator de coagulacao, mas
¢ enriquecido com componentes celulares das plaquetas e produtos metabdlicos.
Basicamente, a diferenga entre plasma e soro reside no fato de que o primeiro contém,
além das proteinas do soro, fibrinogénio, fibrina e fatores de coagulacdo (LEITAO,

2005).

11.2.3. Elementos Figurados

Os elementos figurados sdo constituidos por células e fragmentos celulares,
como os eritrocitos ou hemacias (globulos vermelhos), os leucécitos (glébulos brancos)
e as plaquetas (figura 2.2). As células constituem de 30 a 45% do volume do sangue. A

fracdo de células no sangue ¢ denominada hematocrito.
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Arteria -

Hemacias

Figura 2.2 — Constituintes dos elementos figurados

As células do sangue sdao produzidas na medula dos ossos, especialmente nos
0ss0s chatos como vértebras, costelas e esterno. Essas células sdo essenciais para a vida,
pois sdo responsaveis pelo transporte do oxigénio aos tecidos, pelo controle das

infecgdes do organismo e por ajudar no controle de sangramento:

. Hemadcias: Sao as células que existem em maior quantidade no sangue, cerca de
4,5 milhdes na mulher ¢ 5 a 5,5 milhdes nos homens por milimetro cubico de
sangue. Sdo anucleadas e possuem a forma de um disco biconcavo. Contém no seu
interior uma proteina chamada hemoglobina a qual ¢ responsavel pelo transporte
do oxigénio do pulmio a todas as partes do organismo e¢ do gés carbonico dos

tecidos para os pulmdes.

o Gloébulos brancos: Distinguem-se em cinco variedades chamadas neutrofilos,
eosinoéfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos. O sangue possui um nimero menor
de globulos brancos do que vermelhos (de 6000 a 8000 leucdcitos em cada
mililitro de sangue). S3o os leucdcitos as células de defesa do nosso organismo
contra infec¢oes. Eles possuem a capacidade de migrar do sangue para os tecidos e

combater microorganismos que invadem o corpo. A diminuicdo do nimero de
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leucocitos ou a alteracdo da sua funcdo deixa o organismo suscetivel a multiplas
infecgoes.

o Plaquetas: Sao discos arredondados, sendo que no sangue circulante existem cerca
de 250.000 plaquetas por ml. Consistem em pequenos fragmentos celulares
presentes no sangue que contribuem para a parada do sangramento apds um
ferimento. Pacientes com diminuicdo do nimero de plaquetas ou que possuem

plaquetas com fung¢do prejudicada tém risco aumentado de hemorragia.

11.2.4. Principais elementos envolvidos no processo biologico

11.2.4.1. Potassio

O potassio regula o balango dos fluidos corpdreos, atua em contragdes
musculares e impulsos nervosos. Varios mecanismos atuam em conjunto para manter o
equilibrio hidrico do organismo. Por exemplo, quando o nivel de sédio do organismo ¢
baixo, os rins aproveitam as substancias quimicas da urina, devolvendo-as para a
circulagdo. Alguns individuos, entretanto, possuem uma tendéncia genética a reter mais
sodio que necessario. Dessa forma, o organismo também precisa de mais liquido para
equilibrar a concentra¢ao de s6dio no sangue. Portanto, os rins retiram menos liquidos
do organismo e, consequentemente, hd uma diminui¢do na excre¢ao de urina. Dessa
forma, o coragdo ¢ for¢ado a bombear com mais for¢a para manter um volume maior de

liquido em circulacdo, aumentando, assim, a pressao arterial.

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

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

A hipopotassemia pode ser originada por: aporte inadequado, perda urinaria
excessiva, perda extra-renal excessiva (gastrintestinal, sudorese profusa) e desvio do
potassio para o compartimento intracelular. Os fatores que alteram a distribuicao interna

do potassio, produzindo o seu desvio para o intracelular, sdo: infusdo de glicose
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(formacao de glicogénio), insulina, infusdo de alcalinos, mineralocorticdides,
glicocorticdides, envenenamento por bdrio e paralisia familial periddica
hipopotassémica. Nestas condi¢des encontramos o potassio sérico baixo € o potassio

total do corpo normal.

11.2.4.2. Calcio

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

a osteoporose.

O calcio ¢ um elemento essencial, que ¢ um regulador crucial de muitos
processos fisiologicos em cada célula viva, incluindo os espermatozoéides. fon de calcio
(Ca™) é o desencadeamento da reagio acrossdmica em espermatozdides mamiferos, e
existe um forte indicio de que o ion de cdlcio ¢ diferentemente envolvido na motilidade
espermatica, dependendo do estagio de maturacdo esperma (HONG et al., 1984,
YANAGIMACHI et al., 1974, PRIEN et al., 1990, MORTON et al., 1978). Tem sido
demonstrado que a préstata, vesiculas seminais e epididimo também sdo muito ricos em
calcio, que ¢ a razdo pela qual varios estudos tém investigado a associacdo entre o calcio

e a subfertilidade masculina (WONG, 2001).

A distribuigdo do célcio no plasma pode ser modificada de acordo com a
concentracdo de albumina, anomalias protéicas e distirbios do equilibrio acido-basico.
Nas hiperproteinemias, o calcio total estd alto, porém, o ionizado estd normal, por

exemplo, mieloma multiplo, insuficiéncia adrenal (hemoconcentragao).
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11.2.4.3. Ferro

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

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

11.2.4.4. Zinco

O zinco ¢ o segundo elemento de transicdo mais abundante no organismo
(TAKEDA, 2000). Para os nutricionistas, ¢ um micronutriente essencial, para os
bioquimicos, ¢ um componente enzimatico ¢ de outras proteinas, enquanto que para os
ambientalistas e bidlogos marinhos, o zinco livre na d4gua ¢ um téxico poluente. Assim
como o calcio, o zinco livre em excesso nos tecidos ¢ toxico (FREDERICKSON et al.,

2005).

Ele desempenha um papel importante como um elemento traco essencial em
diversas fun¢des bioldgicas. Dentre as mais relevantes descobertas, podemos destacar o
papel do zinco como sendo um componente catalisador de mais de 200 enzimas e um
constituinte estrutural de varias proteinas, além de sua funcao na prevencao da formacgao
dos radicais livres. Além disso, ele ¢ um componente nutricional crucial necessério para

o desenvolvimento normal e na manutencdo de fun¢des imunoldgicas em humanos e

animais (MOCCHEGIANI et al., 1998).
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Existem muitas fontes de contaminacdo de Zn, dentre elas incluem-se
anticoagulantes, como a heparina, citrato, oxalato, EDTA (este usado em nosso

trabalho) (VENKATESH et al., 1998).

11.3. Espectroscopia por fluorescéncia de raios X

A analise multielementar instrumental por fluorescéncia de raios X (XRF) ¢
baseada na medida das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos
elementos quimicos componentes da amostra, quando devidamente excitada. Até 1966 a
XRF era realizada unicamente por espectrometros por dispersdo por comprimento de
onda (WD-XREF, abreviagdo de wave-length dispersive X-ray fluorescence), baseados na
lei de Bragg, os quais necessitam de um movimento sincronizado e preciso entre o

cristal difrator ¢ o detector (JENKIN et al.,1981).

A XRF ¢ um método de andlise para determinagdo quantitativa e qualitativa da
concentragcdo de elementos em uma ampla variedade de tipos de amostras. A emissao
caracteristica ¢ resultante da excitagdo dos elementos da amostra por uma fonte de

raios-X (tubo, fonte sincrotron, entre outras).

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

elemento (SERPA, 2007).

Como este processo envolve niveis de energia que sdo caracteristicos de cada
elemento, a radiagdo emitida para cada transicdo ¢ também caracteristica. Desta
maneira, a energia de radiacdo emitida pode ser diretamente empregada para a
identificacdo do elemento em questdo. Segundo SKOOG et al. (2002), como a
intensidade da radiagdo emitida ¢ uma fun¢do da concentracdo do elemento, a técnica

também fornece informagdes quantitativas.
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A fluorescéncia emitida por elementos presentes na amostra incide em um
detector com eletronica associada que resolve a energia dos fotons incidentes com
precisdo suficiente para fornecer uma distribuicdo espectral de intensidades versus
energia. Analisadores multicanal computadorizados sao utilizados para adquirir, mostrar
0 espectro e realizar a analise dos dados. Este método ¢ geralmente aplicado para

determinagdo de elementos com nimero atomico igual ou maior a 11 (Na).

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

al., 2000).

Amostras solidas finas sdo ideais para analise, mas amostras grossas e liquidas
também podem ser analisadas sem problemas. Os limites de detec¢do em materiais
solidos sdo tipicamente algumas partes por milhdo, mas a obtencdo destes resultados
depende de alguns fatores como o elemento sobre andlise e a composi¢do da matriz de
atomos. As aplicagdes deste método incluem: analises quimicas de elementos tragos em
ciéncias ambientais, bioldgicas e materiais, perfil de profundidade quimica em filmes

finos e mapeamento quimico.

Em um experimento de XRF, a amostra ¢ excitada por um feixe primario de
raios X, elementos presentes nesta amostra absorvem os fotons de raios X, decaem e
emitem fluorescéncia caracteristica. A fluorescéncia emitida pela amostra (feixe
secundario) ¢ detectada e “classificada” de acordo com sua energia. O sistema de
aquisi¢ao de dados transforma os pulsos elétricos provenientes da etapa de deteccdo em
um espectro de fluorescéncia (comprimento de onda vs. Intensidade). A partir do
espectro de fluorescéncia sdo obtidas informagdes sobre concentragdes de elementos na
amostra, presen¢a ou ndo de determinado elemento, perfis de profundidade de filmes
finos, mapeamento quimico (analise localizada da concentracdo de elementos na

amostra) e varias outras informagdes.
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Existem varias formas de realizacao de um experimento de XRF, cada qual tenta
otimizar uma medida, minimizar efeitos indesejados, realizar andlise localizada, etc.
Dentre essas formas de XRF, citam-se: a convencional, a XRF por reflexdo total

(TXRF) e a XRF com microfeixe ( p-XRF).

11.3.1. TXRF - Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total

Uma variante da EDXRF, denominada de Reflexdo Total (TXRF), vem sendo
bastante desenvolvida nos ultimos anos e tem sido aplicada principalmente na anélise de
elementos traco (na faixa de ppb) em amostras liquidas (da ordem de microlitros). A
TXRF como o proprio nome sugere ¢ baseada no fendmeno fisico da reflexdo total. A
excitacdo da amostra ¢ efetuada pela incidéncia de um feixe sob um angulo de
aproximadamente 1 mrad, para o caso do refletor ser o lucite. Esse angulo ¢

denominado por angulo critico do material refletor (KLOCKEMKAMPER et al., 1996).

O efeito da reflexao total ¢ aplicado para minimizar a intensidade da radiagdo de
fundo e intensificar o sinal de fluorescéncia. A radiacdo de fundo baixa resulta,
principalmente, da menor profundidade de penetragdo com angulos inferiores ao angulo
critico de reflexdo total (KLOCKEMKAMPER et al., 1996). Além disso, outra
caracteristica marcante da TXRF ¢ a distancia pequena entre a amostra e o detector, de
apenas alguns milimetros, resultando em um angulo grande, obtendo dessa forma, a

detecg¢do eficiente do sinal de fluorescéncia proveniente da amostra.

Podemos destacar entdo, que a principal diferenca entre a EDXRF e a TXRF
consiste na geometria de excitacdo utilizada. Na EDXRF a radiagdo ¢ espalhada na
amostra, resultando em um aumento do continuo no espectro da radiacdo caracteristica
detectada. Na TXRF, por utilizar-se um feixe rasante, ndo ha espalhamento na amostra,
reduzindo assim a radiagdo de fundo, e, conseqiientemente melhorando os limites de

detecgdo (MISTRA et al., 2002).
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A técnica de TXRF foi desenvolvida principalmente para amostras liquidas,
sendo possivel também analisar amostras solidas, desde que estas sejam precedidas por
digestdo quimica em meio acido. Outra caracteristica importante na TXRF ¢ a espessura
da amostra (< 10 ul de amostras liquidas e evaporados ou < 10 pug de amostras sélidas).
Ela ¢ considerada como um filme fino, o que permite desprezar os efeitos da absor¢ao e
reforco da radiacdo (presentes na XRF), simplificando, dessa forma, o célculo da

concentragdo elementar.

Os raios X excitam atomos da superficie da amostra e a fluorescéncia ¢
detectada por detectores de estado sélido posicionados sob a amostra. Esta técnica ¢
sensivel a quantidades muito pequenas de material (poucas partes em 10°), mas requer
amostras muito planas. A fonte de raios X pode ser um tubo convencional ou uma fonte

de luz Sincrotron.

Em contraste com a XRF convencional, onde o angulo da radiacdo incidente esté
em torno de 45°, 0 angulo de incidéncia na TXRF ¢é pequeno, algo em torno de poucos
minutos. Os fundamentos tedricos da técnica de TXRF baseiam-se nos fendmenos
fisicos de refracdo e reflexdo. Um feixe de luz, ao incidir sobre uma interface entre dois
meios, com indices de refracdo diferentes, sofre reflexao e refracdo. Quando refratado, o
feixe ird penetrar no segundo meio, enquanto o feixe refletido retornard com um angulo
igual ao angulo de incidéncia, ndo penetrando no segundo meio, tem-se a reflexdo total
quando um feixe de radiagdo incide em uma amostra com um angulo menor que o
angulo critico, assim a radiagdo ¢ totalmente refletida e neste caso nao hé interagdo com
o suporte da amostra e ocorre reducao dos picos de espalhamento com uma significante

reducdo da radiacdo de fundo (PRANGE, 1989).

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

e Atuar como um refletivo,

e Ser um suporte para a amostra.
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Quartzo e Perspex sdo os mais apropriados para suporte no que diz respeito a
pureza e baixo espectro da radiacdo de fundo (PRANGE et al, 1993). Os suportes
devem ser livres de impurezas, quimicamente inertes, ndo devem produzir pico
fluorescente na regido do espectro considerado e devem refletir totalmente os raios

incidentes.

Os suportes para as amostras sao discos com didmetro de 30 mm e espessura de 2
ou 3 mm, mas suportes retangulares também sdo disponiveis (inclusive foram utilizados
como porta-amostras nesse estudo). Muitos materiais sdo utilizados como suportes,
especialmente o vidro de quartzo (Suprasil) ¢ lucite 10 (Perspex) (SCHMITT et al.,
1987).

Algumas regras devem ser seguidas, com rela¢do ao suporte de amostra, para

assegurar o uso adequado da TXRF:

e A superficie deve ser densa e uniforme,

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

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

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

sob condicdes de operagao.

A técnica de TXRF apresenta muitas vantagens, podendo-se destacar entre elas,
o fato de possuir excelentes niveis de detec¢do e ser capaz de detectar a maioria dos

elementos da tabela periddica.

11.3.2. Analise quantitativa

Determinacdes quantitativas usando XRF vao desde a simples utilizacdo de
curvas intensidade-vs-concentracdo padrdo até sofisticados programas que convertem
intensidade para concentracdo. Linhas de emissdo que ndo possuem sobreposi¢ao
podem ser medidas com programas que realizam integracdo. Estas rotinas retornam a
intensidade de pico acima de uma determinada radiacdo de fundo (background) para o

pico de interesse. Elas trabalham bem, exceto quando a relagdo sinal-ruido ¢ baixa.
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Casos onde ocorre a sobreposicdo de picos requerem rotinas de filtro do
espectro. A resolugdo de detectores modernos de Si(Li) ndo ¢ adequada para separagdo
de linhas Kg de um elemento quimico de nimero atomico Z de outro com nimero
atomico Z+1. Portanto amostras como ligas, solos e vegetais possuem um espectro com

intensa sobreposi¢ao.

A partir do uso de filmes finos para andlise, o efeito matriz, que normalmente
traz problemas na fluorescéncia de raios X convencional, ndo ocorre na TXRF
(BOUMANS; KLOCKENKAMPER, 1989). Utilizar a técnica do filme fino permite um
tratamento matematico simples para a analise quantitativa, quando ¢ adicionado um

padrdo interno.

A fun¢do do padrdo interno € eliminar o efeito de geometria porque o filme fino
formado sobre o suporte ndo possui geometria regular. Desta forma, a contagem obtida
na irradiagdo da amostra depende da posi¢do em que esta for colocada no suporte. Com
a adi¢do do padrao interno, o resultado obtido serd sempre em relacdo a este padrao, ndo
importando a posicdo da amostra (LADISICH et al., 1994; KLOCKENKAMPER e
VON BOHLEN, 1996). Normalmente tem-se utilizado os elementos Ge, Ga, Coe Y

como padrdo interno.

Devido a diminuta espessura da amostra (amostra ultrafina) e a alta energia dos
raios X normalmente utilizados na excitagdo, o efeito matriz na TXRF ¢ o menor
possivel, e conseqiientemente, a sua correcao ndo ¢ necessaria. Desse modo, a equagdo
basica para andlise quantitativa ¢ a relacdo entre a intensidade fluorescente da linha
caracteristica K e a concentracao de um elemento de interesse, pode ser obtida conforme

a equacao 1.2
i (11.2)
onde:

I; — intensidade liquida de raios X da linha caracteristica K ou L do elemento i de
interesse (cps = contagens por Segundo);
Si — sensibilidade elementar do sistema (cps.mL/ug);

Ci — concentragdo na solugdo pipetada no suporte (pg/ml).
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Assim, esta técnica apresenta a grande vantagem de permitir a determinacao

simultanea da sensibilidade elementar para varios elementos, utilizando-se uma solugao

padrdao multielementar, contendo esses elementos em baixa concentragdo (na faixa de

ppm) e emissores de raios X de energia ndo muito proxima, evitando a ocorréncia de

sobreposi¢do de picos.

Utilizando a equagao I1.3, podemos fazer a razdo entre a intensidade do elemento

i e o padrao interno Ga utilizado neste trabalho:

L S5.C
IGa SGa 'CGa
i Cg,= i .C,
IGa SGa
Fazendo:
|.
Ri =— CGa
IGa
e
S
Spi = —
SGa
Entao

(IL.3)

(IL.4)

(IL5)

(IL6)

(IL7)

Construindo-se um grafico de R; x C;, o coeficiente angular (S;) da reta

representara a sensibilidade relativa do elemento i. Com isto, pode-se calcular a

concentracdo do elemento de interesse, utilizando a equagao I1.8, apresentada a seguir:
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I C
Ciz_l‘ = 11.8
S, (I1.3)

IGa

onde:

Ig. — intensidade do padrao interno na amostra (cps);

I; — intensidade do elemento 1 na amostra (cps);

Sca — sensibilidade do detector para o padrdo interno (cps.mL/ug);
S; — sensibilidade do detector para o elemento i (cps.mL/ug);

Cga — concentragao do padrdo interno na amostra (pg/ml);

Ci— concentracdo do elemento i de interesse (pg/ml);

Sri — sensibilidade relativa para o elemento i,

R; — contagem relativa.

Vale a pena ressaltar que existe uma alta correlagdo matematica entre a
sensibilidade elementar € o numero atomico dos elementos. Assim, com base nas
sensibilidades elementares dos elementos contidos na solugdo padrao multielementar,
pode-se estimar a sensibilidade para um elemento detectado na amostra padrdo
multielementar, a seguir definir uma sensibilidade para um elemento detectado na
amostra ndo contido na soluc¢do padrdo e conseqiientemente estimar a sua concentracao
na amostra de interesse. De maneira analoga, as mesmas equagdes podem ser utilizadas
para a linha Kg e outras, como L ¢ M, onde logicamente as sensibilidades elementares

terdo outros valores (KREGSMER, 1991).

A técnica de TXRF tem sido aplicada na analise de diferentes substancias como
agua, sangue, ar, tecido vegetal e animal entre outros, podendo ser aplicado em
materiais sélidos como solos, sedimentos, filtros de ar, material particulado etc.,
devendo, a amostra ser antecedida de digestdo quimica e diluicdo apropriada segundo

KOOPMANW et al. (1991).

A utilizagdo da TXRF para andlise de elementos tracos ndo s6 compete com
outros métodos analiticos, como também oferece novas possibilidades de solucionar
problemas analiticos intrinsecos (PRANGE, 1989). Foi observado por
KLOCKENKAMPER et al. (1992), que a vantagem de utilizagdo desta técnica, é em

relagdo a geometria de excitagdo e deteccdo, o tipo de preparo da amostra e a analise
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quantitativa, quando bem ajustado pode ser utilizado para a analise de elementos tragos

em trabalhos de rotina de laboratorio.

11.3.3. Limite de detec¢do

O limite de deteccdo (LD) representa a menor quantidade (concentragdo, massa,
volume, etc) que pode ser discriminada estatisticamente em relagdo ao background de

uma medida.

O LD para os elementos de numero atomico abaixo de 13 (Al) ¢ afetado pelo
baixo rendimento de fluorescéncia e outras limitagdes, como baixo valor para o efeito
fotoelétrico, absor¢ao dos raios X caracteristicos pela janela de Berilio (Be) e pelo ar
contido entre a amostra e o detector. Trabalhando sob vacuo e com detector sem janela
de Be, alguns autores tém obtido limites de deteccdo de 10 ng (0,2 ppm) para oxigénio e

800 pg (16 ppb) para magnésio utilizando SR-TXRF (STRELI et al., 1992).

Os limites de deteccdo para a técnica de TXRF sdao melhores que os da
fluorescéncia convencional (REFA, TEFA, STEFA e WD-XRF), devido,

principalmente, a trés fatores:
e Baixa intensidade do background sob os picos caracteristicos;

e O fluxo da radiacdo primaria disponivel para a excitagdo da amostra ¢

mais efetivo;

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

O LD ¢ obtido a partir da equagdo I1.9 (LADISICH et al., 1993), sendo ele

extrapolado em um tempo de medida de 100 s:

[1.(BG) Cq,
LD =3- £ GS (IL9)
Ga“Ri
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onde:

I; (BG) — a intensidade do background por unidade de tempo (cps);

Ig. — a intensidade da radiagdo fluorescente relativa ao padrao interno (cps) galio (Ga);
Cga — a concentragdo do padrao interno ;

Sri — a sensibilidade relativa (adimensional) para o elemento i;

t — o tempo de medida(s).

Normalmente, o LD ¢ determinado para alguns elementos e depois por
extrapolagdo (curva do limite de detec¢do) determina-se o limite de deteccdo para os

elementos de interesse. O limite de detec¢io em TXRF ¢é da ordem de ng.g™.

I1.4. Radiacao Sincrotron

Sempre que uma carga elétrica ¢ acelerada, da mesma forma que elétrons
oscilando numa antena, ela emite radiagdo eletromagnética. Uma particula que ¢
acelerada de forma harmonica gera um campo elétrico senoidal em funcao do tempo, e
este oscila de acordo com a freqiiéncia do seu movimento. Se a velocidade da particula
for bem inferior a da luz, essa emissdo tem o seu valor mdximo para angulos
perpendiculares a direcdo de aceleracdo. Por outro lado, nas proximidades da velocidade
da luz ocorrem mudangas interessantes na emissao de radiagdo, relacionadas com as
freqiiéncias emitidas e a forma (direcao) de como a particula emite. Alteragdes mais
profundas ocorrem a velocidades relativisticas no movimento circular em que o espectro
de emissdo de radiacdo torna-se quase-continuo, apresentando uma infinidade de
harmoénicos da freqliéncia fundamental de oscilagdo. Esta radiacdo é conhecida como

luz Sincrotron.

O processo de producdo ¢ iniciado por um canhio de elétrons de um acelerador
linear. Os aceleradores lineares sdo aceleradores de particulas carregadas, como
elétrons, protons ou ions pesados. As particulas carregadas entram em um tubo onde
existem campos elétricos alternados. Estas particulas sdo aceleradas primeiramente por
um campo elétrico, entram em um tubo de corrente, onde sdo protegidas do campo
elétrico, e o atravessam com velocidade constante até a proxima abertura. Neste ponto

as particulas sdo novamente aceleradas e, a cada abertura entre os tubos (“drifts”), as
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particulas recebem mais e mais energia. Esse processo € capaz de acelerar as particulas

carregadas com energias muito grandes.

A circulacdo de corrente em anéis de armazenamento de alta energia emite
feixes pulsados de luz tipicamente polarizados. Sao utilizados trés tipos de magnetos na
geragdo de radiacdo sincrotron: bending magnets, wigglers e undulators. Estes
elementos aceleram de diferentes maneiras os elétrons armazenados. Os bending
magnets, fazem com que os elétrons percorram a trajetdria curva do anel. Devido a
velocidade relativistica dos elétrons, pulsos de radiagdo sdo altamente colimados e com
angulo de abertura vertical de 1/y, (y=E0/mc2), préximo da energia critica sincrotron. O
wiggler ¢ o undulator diferem basicamente pela magnitude da perturbagdo que
proporcionam ao feixe de elétrons. Sao responsaveis pelas caracteristicas de coeréncia

do feixe de elétrons.

A utilizagdo de luz Sincrotron pressupde o uso de monocromadores de modo a
selecionar a regido desejada dentro de um amplo espectro de energia. O feixe €, por sua
natureza, laminar com altura de alguns milimetros e com largura de algumas dezenas de
centimetros no plano do objeto, o que o torna ideal para sistemas de imagem. As
caracteristicas geométricas do feixe podem também ser modificadas mediante o uso de
cristais assimétricos ou de outras oticas, de modo a adaptar-se as exigéncias especificas

(ARFELLI, 2000).

Laboratorios de Luz Sincrotron de todo o mundo possibilitam uma grande
variedade de aplicagdes em diferentes campos tais como ciéncias dos materiais,
cristalografia, micro-espectroscopia, fluorescéncia de raios X e muitos outros. A
principal caracteristica destas fontes € o espectro de energia largo e continuo que

fornece um alto fluxo de fotons sob uma faixa de energia de até 50 keV ou maior

(CASTRO, 2006).

Durante os ultimos anos, diversos laboratorios de luz Sincrotron desenvolveram
linhas de luz dedicadas as aplicagdes médicas (TAKEDA et al., 1998, ARFELLI, 2000,
AKSIROV, 2001). A disponibilidade de uma fonte intensa e altamente colimada de luz

Sincrotron no Brasil — Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS/CNPq) em
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Campinas, SP — torna possivel o estudo da fluorescéncia de raios X por reflexao total de

materiais biologicos.

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

As vantagens de se utilizar este tipo de radiagdo sdo as seguintes (CALZA, 2003):

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

e  Uma vez que a luz Sincrotron cobre uma larga faixa de energia no espectro
de raios-X, torna-se altamente adequada para tunelamento de energia. Utiliza-se
um cristal de multicamadas para a selecdo de uma faixa particular de energia, a
qual pode facilmente ser ajustada para otimizar a energia de excitacdo dos
elementos desejados.

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

mais devido a polarizagao.

Através do desenvolvimento da SRTXRF em diferentes centros de pesquisa, foi

possivel perceber que ela possui as seguintes vantagens (SERPA,2007):

° Alta sensibilidade;

. Pequena quantidade de amostra necessaria para a analise;

. Aplicagdo multielementar (do Na até os elementos do final da tabela
periddica, podem ser medidos, levando em consideragdo as caracteristicas do
arranjo experimental de cada centro de pesquisa);

. Répida obtencao de resultados;

e  Virias aplicabilidades: geologia, industria, medicina, etc.

11.5. Liofilizacdo

A liofilizagdo ¢ um método pratico de preservacdo de amostra devido a

eliminacdo da 4gua e alteragdo de proteinas, destruindo quase completamente enzimas e
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bactérias, baseado no fendmeno da sublimagao.. A perda de elementos volateis, mesmo
durante a liofiliza¢do, deve ser minima, com a exce¢do do mercurio (VERSIECK et al.,
1994). O armazenamento de materiais liofilizados ¢ menos perigoso do que a
armazenagem de liquidos por causa da menor reagdo quimica. Componentes de uma
amostra em estado liquido tendem a ter um maior grau de interagdo com o recipiente do

que os que estdo no estado sdlido.

O material liofilizado pode ser facilmente reconstituido para analise. O NIST
(National Institute of Standards and Technology Gaithersburg, U.S. — Instituto Nacional
de Padrdes e Tecnologia Gaithersburg) verificou que a liofilizagao seguida de irradiacao
contribui significativamente para a estabilidade da amostra e permite longa conservagao
(MOODY, 1982). O NIST tem sido capaz de armazenar muitos materiais bioldgicos
liofilizados usados como padrio de referéncia por anos a temperatura ambiente (20°C),
sem qualquer cuidado especial. O sangue liofilizado, por exemplo, pode ser armazenado

durante, pelo menos, 4 anos a -20°C (IYENGAR, 1985).

11.6. Teste de Hipotese

O teste de uma hipdtese estatistica ¢ talvez a area mais importante da teoria de
decisdo. Em todo problema de teste de hipoteses, duas hipdteses complementares sdo
consideradas. A hipotese nula, sendo representada por Hy, pois ela expressa que nao ha
mudanga. A outra hipotese, que sera aceita caso Hy seja rejeitada, ¢ denominada
hipotese alternativa e ¢ denotada por H;. Sao mutuamente excludentes, ou seja, rejeitar

Hy significa aceitar H; e vice-versa (CANCHO, 2004).

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

ela ¢ falsa (erro tipo II). A tabela 2.1 apresenta os tipos de erros destes testes.
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Tabela 2.1 — Tipos de erros dos testes de hipotese.

. Decisé@o Real e Desconhecida
Deciséo
Hy verdadeira H, falsa
Nao rejeitar Hy | Decisdo correta Erro tipo 11
Rejeita Hy Erro tipo | Decisao correta

Estes dois tipos de erro estdo, de tal forma, relacionados que, ao reduzir-se a
probabilidade de ocorréncia de um deles, aumenta-se automaticamente a probabilidade
de ocorréncia do outro. De modo geral, controla-se apenas o erro tipo I através do nivel
de significancia (representado por o), que consiste na probabilidade méxima de
ocorréncia do erro tipo I. O grau de confianca (1 — o) expressa a confiabilidade de se ter

tomado a decisdo correta ao rejeitar-se uma hipotese nula.

A proporcao do erro tipo II € representada por . O poder do teste (1 — ) ¢ a
probabilidade de rejeitar uma hipdtese nula quando esta ¢ falsa e a hipdtese alternativa é
correta, e decresce rapidamente quando a hipdtese alternativa aproxima-se da hipotese

nula.

Uma forma de aumentar o poder do teste (ou reduzir ), mantendo-se o
constante, ¢ aumentar o tamanho amostral. Outro enfoque importante ¢ o p-value, que
quantifica a consisténcia do valor observado de um teste estatistico em um modelo de
distribuicdo, sendo a propor¢do dos valores do modelo de distribui¢do que determina a
maxima probabilidade de rejeitar Hy e aceitar H;. Quanto menor o p-value, maior ¢ o

suporte dado a Hj.

No capitulo III descreveremos todo o processo de preparacdo das amostras para

a analise por Reflexdo Total, bem como as caracteristicas da instrumentacdo do sistema.
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CAPITULO III
MATERIAIS E METODOS

I11.1 — Preparacdo das amostras

As amostras de sangue doadas pelo Laboratorio de Andlises Clinicas Dr. Eliel de
Figueiredo no Rio de Janeiro foram acondicionadas em tubos contendo o anticoagulante
EDTA. As amostras utilizadas nesse estudo foram autorizadas pelo titular, respeitando a

condi¢do de que a identidade dos doadores ndo seria fornecida.

O primeiro passo mais importante para qualquer andlise biomédica é preservar a
integridade da amostra (WATT et al., 1993). A maioria dos tecidos dos mamiferos ¢é
macia, logo, na maioria das vezes necessitam de fixa¢do antes do seccionamento.
Contudo, qualquer fixador, como por exemplo, glutaraldeido ou alcool, eventualmente
ira alterar a distribuicdo dos elementos traco no tecido através da retirada, inclusao ou

até mesmo a modificacgao regional dos elementos traco.

A criofixacdo, onde os tecidos e as células sdo rapidamente congelados
mantendo dessa maneira sua integridade, ¢ considerada a melhor forma de preparacao
das amostras tanto para estudos morfologicos de alta resolucdo quanto para estudos
analiticos (WATT et al., 1993). Por esta razdo, apos a coleta, as amostras transportadas
em caixa de isopor com gel térmico congelado e, entdo, acondicionadas em geladeira a

uma temperatura 4°C.

Neste trabalho, foram utilizadas amostras de sangue total e de hemocomponentes
(plasma e elementos figurados (ou matriz celular)). Para realizar a separagdo do plasma
dos elementos figurados, as amostras ficaram em repouso. Devido a gravidade, os
elementos figurados, mais pesados, se depositaram no fundo do tubo; enquanto que o
plasma, mais leve, ficou sobrenadante, conforme a figura 3.1. Em seguida, retirou-se de
cada amostra, através de uma pipeta, primeiramente o plasma e depois a matriz celular.
Todas essas amostras foram devidamente identificadas com cédigos que permitissem

posterior identificagdo caso necessario, como mostra a figura 3.2.
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Figura 3.1 — Imagem do plasma sobrenadante e dos elementos figurados (cor escura),

apods algumas horas de repouso da amostra.

Figura 3.2 — Amostras devidamente identificadas

37



ApoOs essa identificacdo, os grupos foram encaminhados a irradiagdo em uma
bomba de cobalto Theratron 780 C (figura 3.3), instalado no Instituto Nacional do
Cancer, no Rio de Janeiro, Brasil. As amostras foram irradiadas com as seguintes
doses: 2, 4, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 100 cGy usando um campo 15 x 15 cm
a uma distancia fonte-superficie (SSD) igual a 80 cm. A figura 3.4 mostra as amostras
prontas para irradiacdo e a tabela 3.1 apresenta os tempos de irradiacdo necessarios para

alcancar as doses estabelecidas.

Tabela 3.1 — Dados do aparelho de cobaltoterapia Theratron, INCa.

Dose Tedrica | Dose Estimada Tempo de
(cGy) (cGy) Irradiacéo (min)

2 2,536 0,01

4 3,680 0,02

5 4,824 0,03

8 8,257 0,06

10 10,546 0,08

15 15,123 0,12
20 19,701 0,16
30 30,000 0,25
40 40,299 0,34
50 49,454 0,42
60 59,753 0,51

70 70,052 0,60
80 80,351 0,69
90 89,506 0,77
100 99,805 0,86
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Figura 3.3 — Aparelho de Cobaltoterapia do INCa/RJ

Figura 3.4 — Amostras sendo irradiadas

E valido ressaltar que todo o processo de irradiagdo foi realizado obedecendo-se

o planejamento de tratamento radioterapico pré-estabelecido pelo INCa.
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Apos a irradiagdo, o plasma e os elementos figurados foram separados por
aspiragdo utilizando uma pipeta, em seguida as amostras de sangue total, plasma e os
elementos figurados foram colocados em vidro de relégio e encaminhadas ao

liofilizador como mostra a figura 3.5.

Figura 3.5 — Amostras sendo liofilizadas

Todas as amostras foram liofilizadas por um periodo de 48 horas a uma
temperatura de -60°C e uma pressao de -780mmHg, no liofilizador disponivel no

Laboratério de Instrumentagao Nuclear (LIN/COPPE).

Posteriormente, ja liofilizadas, as amostras foram trituradas utilizando-se um
cadinho de porcelana e um pistilo. Uma vez transformadas em pd, as amostras foram

acondicionadas em frascos apropriados e etiquetados.

Apos todo esse processo de liofilizagdo, as amostras foram levadas e preparadas
em Campinas, em parceria com a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP-SP),
sob a supervisio da Prof* Silvana Moreira, seguindo o mesmo procedimento.
Primeiramente, aferiram-se as massas de todas as amostras desse trabalho. Em cada

amostra, foram adicionados 6mL de acido nitrico (HNOs), em seguida encaminharam-se
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todas elas ao bloco digestor, onde foram mantidas a uma temperatura de 130°C por 3h.

Logo apos, gotas de H,O; (peroxido de hidrogénio) foram adicionadas.

E importante ressaltar que todos os recipientes, utilizados neste trabalho, foram
previamente lavados com detergente neutro e agua destilada. Em seguida, foram
submersos em uma solucdo de HNO; a 10% por aproximadamente 30-40minutos e

depois rinsados com 4gua deionizada (Mili-Q).

Depois desta fase de digestdo, as amostras foram colocadas em tubos
volumétricos adicionando-se agua Mili-Q, a fim de completar o seu volume até 10ml.
Retirou-se entdo desses 10ml um volume de 500uL da solugdo, colocou-se em um tubo
de eppendorf e adicionou-se entdo 50uL de Ga (usado como padrdo interno, com uma
concentragdo de 9,32 pg.ml™). Em seguida, agitou-se esta solugdo final e retirou-se 5 pl,
que foram pipetados no refletor. Para a secagem deste refletor, que contém a amostra ja
pronta para ser analisada, utilizou-se uma lampada infra-vermelha. Todas as amostras

foram preparadas em triplicatas.

Com o intuito de corrigir efeitos referentes a possiveis contaminagdes, amostras
foram preparadas de maneira analoga as amostras de analise, contendo apenas agua e
demais reagentes. Permitindo verificar, dessa maneira, a qualidade dos materiais

utilizados na dissolucao das amostras.

A acuracia das medidas foi verificada através da determinacdo da concentragao
elementar em uma amostra certificada de 4gua mineral (NIST/SEM 1640) e em uma
amostra certificada de solo (NIST/SEM 2709), ambas preparadas por digestdo, seguindo

0 mesmo procedimento usado para o preparo das amostras de sangue.

I11.2 — Instrumentacao

As medidas foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X (XRF) do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas — Sao Paulo (figura 3.6). Com as
amostra ja preparadas, os refletores sao transportados em placas de Petri até esta linha

de XFR. A amostra foi posicionada horizontalmente ao detector de germéanio hiperpuro
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(HPGe) e excitada através de um feixe branco de radia¢ao de energia maxima igual a 20

keV, como mostra a figura 3.7.

%
—

-

—

Lmha de XRF

Figura 3.6 - Vista geral da estacdo experimental DO9B-XRF do Laboratério Nacional

de Luz Sincroton.

Detector ———

-Refletor com amostra

Figura 3.7 — Esquema da montagem do arranjo experimental.

O tempo de medida das amostras e dos padrdes foi igual a 100s e os espectros de
raios X caracteristicos obtidos foram analisados através do software Sistema de Anélise
Quantitativa de raios X (AXIL) (IAEA, 1978), distribuido pela Agéncia Internacional

de Energia Atdmica (AIEA), obtendo as intensidades dos raios X para cada elemento.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO

IV — Analise Quantitativa por TXRF

Os fundamentos da analise quantitativa por TXRF estdo descritos no capitulo 2.
A concentragdo elementar, de acordo com a equacao 3.32, ¢ obtida a partir da medida da
intensidade da radiacdo fluorescente emitida por um elemento i em funcdo da
sensibilidade do sistema. Essas intensidades foram obtidas a partir da andlise dos
espectros de raios X caracteristicos usando o software AXIL (IAEA, 1978). As figuras
4.1, 4.2 e 4.3 ilustram, respectivamente, 0os espectros caracteristicos das amostras de

sangue total, plasma e matriz celular obtidos.

intensidade (fétons.s™)

Sangue total

Energia (keV)

Figura 4. 1- Espectro caracteristico de uma amostra de sangue total.
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10000
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Intensidade (fétons.s™)

Energia (keV)

Figura 4.2 — Espectro caracteristico de uma amostra de plasma.

Intensidade (fétons.s™)

Matriz Celular

Energia (keV)

Figura 4.3 — Espectro caracteristico de uma amostra de matriz celular.
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IVV.1 - Sensibilidade Relativa

Para calcular as sensibilidades relativas, foram utilizadas 5 solugdes padrdo para
a linha K e 5 solugdes para a linha L, contendo elementos conhecidos e em diferentes

concentragdes. A todas elas foi acrescido o elemento Galio (Ga), utilizado como padrao

interno.

As tabelas 4.1 e 4.2 apresentam os valores das concentragdes dos elementos e do

padrao interno em cada solugdo padrao para determinagdo das sensibilidades para as

séries K e L.

Tabela 4.1 — Concentra¢io (mg.L™") de cada elemento quimico presente na solugio

padrao, para a determinagdo da sensibilidade da série K.

Numero Padroes
Atomico (2) Elemento
1K 2K 3K 4K 5K
13 Al 120,36 180,55 216,65 232,96 240,73
14 Si 121,82 182,73 219,27 235,78 243,64
19 K 6,10 9,15 10,99 14,77 18,31
20 Ca 6,12 9,18 11,02 14,81 18,36
22 Ti 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
24 Cr 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
26 Fe 6,05 9,07 10,89 14,63 18,15
28 Ni 6,06 9,09 10,91 14,66 18,18
30 Zn 6,03 9,05 10,85 14,59 18,09
31 Ga 9,32 9,32 9,32 9,32 9,32
34 Se 5,94 8,91 10,69 14,37 17,82
38 Sr 6,09 9,14 10,96 14,74 18,27
42 Mo 6,06 9,09 10,91 14,66 18,18
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Tabela 4.2 — Concentragio de cada elemento quimico (em mg.L") presente na solucio

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

NUmero Padrdes
. Elemento
Atémico (2)
1L 1L 3L 4L 5L

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

Através das relagdes entre a intensidade relativa e as concentragdes elementares
em cada padrao, foi possivel obter as sensibilidades relativas para cada elemento
presente nos padrdes. O resultado para as sensibilidades relativas com as

correspondentes séries K e L sdo mostrados nas figuras 4.4 e 4.5, respectivamente.

- —————
e SN
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n

L

©

>
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= — Ajustado & Experimental
©

0.1
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3 . _________23
I
5= 2
=
'G ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
c
L - _ S - _____________________
n
0.01 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
NuUmero Atémico (Z)

Figura 4.4 — Curva de calibragdo para a série K
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A equacdo que relaciona a sensibilidade relativa S; e o niumero atémico Z para a

série K obtida através do ajuste dos valores experimentais obtidos ¢ dada por:

Si (Z) = exp(-34,93 + 2,75 * Z - 0,07 * Z* + 0,00048 * Z°) (IV.1)
R”=0,99

Com a equagdo IV.1, obtém-se quaisquer valores de sensibilidade para a série K,

em funcao do numero atomico (7).

U e ———

0.100

+ Experimental — Ajustada
om0+

Sensibilidade Relativa (Sg)

0.001 ‘ : : : : ‘ ‘ ‘
42 46 50 54 58 62 66 70 74 78 82
NUmero Atémico (Z)

Figura 4.5 — Curva de calibragao para a série L

Através do grafico numero atdmico versus sensibilidade relativa ¢ possivel obter

a seguinte equacao para a série L:

Si (Z) = exp(3,80 — 0,198 * Z + 0,003 * Z* + 0,00002 * Z°) (IV.2)
R*=0,99

Com a equagdo V.2, obtém-se quaisquer valores de sensibilidade para a série L,

em fun¢do do nlimero atomico (Z).
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V.2 — Limite de deteccao

A tabela 4.3 mostra os limites de deteccdo calculados utilizando a equagdo 11.9

para os elementos da série K nas amostras de sangue total, plasma e matriz celular.

Tabela 4.3 — Limite de detecgdo para os elementos da série K, nas amostras de sangue

total, plasma e matriz, utilizando SR-TXRF.

WW
Sangue total Plasma Matriz celular
S 0,572091 1,700914 0,568846
Cl 0,251106 0,687315 0,231555
K 0,054824 0,146997 0,04629
Ca 0,028591 0,076281 0,023622
Ti 0,008872 0,023952 0,007136
Cr 0,003713 0,010092 0,001918
Fe 0,002232 0,00593 0,001786
Ni 0,002453 0,006425 0,002165
Cu 0,002305 0,006057 0,002139
Zn 0,00225 0,00598 0,002215
Sr 0,015111 0,041029 0,011841

Com os dados da tabela 4.3, foi realizado o ajuste dos pontos experimentais a
fim de se obter a curva do limite de detec¢ao em funcdo do niimero atdmico para os
elementos da série K para o sangue total, plasma e matriz, apresentados nas figuras 4.6,

4.7¢438.
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Figura 4.6 — Limite de detecgdo dos elementos da série K para as amostras de sangue

total, utilizando TXRF.
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Figura 4.7 — Limite de detecgdo dos elementos da série K para as amostras de plasma,

utilizando TXRF.
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Figura 4.8 — Limite de detecgdo dos elementos da série K para as amostras de matriz

celular, utilizando TXREF.
Para os elementos da série L ndo foi possivel obter um ajuste, pois apenas o

elemento chumbo foi detectado nas amostras de matriz celular e plasma. O valor obtido

para este elemento ¢ apresentado na tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Valor do limite de detecgdo para o elemento Pb.

LD (ng.m™)
Elemento Sangue total Plasma Matriz Celular
Pb 1,42.10 3,20.107 4,76.10

V.3 — Validagdo da metodologia

Para verificar a exatidao do processo desenvolvido para anélise quantitativa, dois
materiais de referéncia fornecidos pelo National Institute of Standards and Technology

(NIST). Um material de referéncia contém elementos trago em agua natural (Trace
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Elements in Natural Water — SRM 1640) e o outro contém elementos traco em solo (San

Joaquim Soil — SMR 2709). Ambos foram analisados e os dados medidos foram

comparados com os valores certificados (tabela 4.5 e 4.6, respectivamente).

Tabela 4.5 — Comparagdo dos valores medidos e certificados da amostra de referéncia

“Trace Elements in Natural Water” (NIST/SRM 1640).

Elemento | Valor medido (ug.kg™) | Valor certificado (pg.kg™)
K 825,24+ 7,18 903,64 + 24,00
Ca* 6,34 +£0,03* 6,40 = 0,08*
v 11,78 £2.07 11,81+ 0,33
Cr 36,17 £ 0,85 35,09 £ 0,91
Mn 99,66 + 5,63 110,45 + 1,00
Co 15,67 +£0,74 18,44 £ 0,28
Ni 18,89+ 1,5 24,9 1+ 0,73
Cu 68,93 + 1,68 77,45 £ 1,09
/n 49,85 £ 0,96 48,36 £ 0,91
Rb 21,11 £ 0,88 19,96 + 0,20
Sr 102,72 +£ 5,51 112,91 +£ 0,64
* em mg kg’

Tabela 4.6 — Comparagdo dos valores medidos e certificados da amostra de referéncia

“San Joaquim Soil” (NIST/SRM 2709).

Elemento Valor medido (mg.L™?) | Valor certificado (mg.L™)
Ca 17916 £ 1006 18900 + 500
\Y 113 £8 112+ 5
Cr 141 +£6 130 =4
Mn 549 £ 6 538+ 17
Fe 35836 + 2000 35000 £ 1100
Cu 36.4+3.0 34.6 +0.7
Zn 104 £5 106 £3

51



E valido ressaltar que foram utilizados no presente estudo dois padrdes

certificados diferentes com o objetivo de avaliar a eficiéncia do processo de digestao.

Os resultados obtidos no presente trabalho apresentaram desvios padroes
relativos inferiores a 10% para a maioria dos elementos, confirmando um bom ajuste

para a curva de calibracdo utilizando a SR-TXRF.

IV.4 — Analise dos resultados

Alguns elementos t€m efeitos toxicos sobre o corpo humano e, portanto, hd uma
necessidade de controlar os seus niveis em 6rgdos e tecidos humanos. Além disso, ¢
importante aumentar o nosso conhecimento das relagdes entre os efeitos toxicos

observaveis e as concentracoes elementares no homem e no seu ambiente

(BORJESSON et al., 2003).

Diversos trabalhos (AYALA et al., 1991, GIAUQUE et al., 1973, GREAVES et
al., 1995 e 2000) citam elementos essenciais ao ser humano, bem como os efeitos da
variagdo da concentragdo dos mesmos. Neste trabalho, foram escolhidos 4 elementos

quimicos a serem analisados: Potassio (K), Calcio (Ca), Ferro (Fe) e Zinco (Zn).
Através da SR-TXRF, foram medidas as concentragdes elementares de cada um

desses elementos para cada grupo de dose. A tabela 4.7 representa as concentragdes

médias para as amostras ndo irradiadas.
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Tabela 4.7 — Médias e desvios para cada componente das amostras ndo irradiadas.

Concentracéo Elementar (ug/g)

Componente | n K Ca Fe Zn

Meédia | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio

Sangue
13| 2650 620 400 260 1490 380 56 20

Total
Plasma 18 | 2370 560 550 230 520 280 50 18

Matriz
19| 2020 510 100 56 1680 580 40 15

Celular

De acordo com a tabela 4.7, ¢ possivel observar que a concentragdo de potdssio
nas amostras nao irradiadas analisadas ¢ parecida para todos os componentes. Ja a
concentracdo de ferro ¢ maior no sangue total e na matriz celular do que no plasma, o
que ¢ esperado, pois o ferro estd concentrado nas hemadcias, localizadas na matriz

celular. A concentracdo de zinco ¢ praticamente a mesma em todos os componentes.

Para uma melhor visualizagdo da tabela 4.7, foi construido o grafico de

concentragdo por componentes, presente na figura 4.9.
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Figura 4.9 — Grafico das concentragdes para cara cada componente do sangue.
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As tabelas 4.8, 4.9 e 4.10 apresentam os valores médios de concentracao.

Tabela 4.8 — Médias e desvios para cada dose de sangue total

Dose . Concentracao elementar (ug/g)
(cGY) n K Ca Fe Zn
média | desvio [ média | desvio [ média [ desvio [ média | desvio
0 13 | 2650 | 620 400 260 | 1490 | 380 56 20
2 4 1540 | 595 354 202 612 348 20 9
4 4 1455 | 714 260 76 960 213 24 12
8 4 1400 | 530 200 65 926 373 28 15
10 3 1070 | 376 150 89 760 325 26 21
20 5 750 | 333 214 45 650 460 27 18
30 2 940 (1114 72 50 550 350 12 14
40 3 813 | 406 130 79 560 290 26 21
50 6 1219 | 542 166 48 743 382 29 13
60 4 1410 | 480 100 11 538 356 33 12
70 2 1030 | 870 318 338 100 96 15 20
80 5 1230 [ 303 86 32 869 519 36 20
90 4 1290 | 572 151 33 788 519 37 15
100 4 1680 | 630 124 32 783 611 34 15

*Sendo: n o nimero de amostras de cada grupo
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Tabela 4.9 — Médias e desvios para cada dose de plasma

Dose . Concentracéao elementar (ug/g)
(cGY) n K Ca Fe Zn
média | desvio [ média | desvio [ média [ desvio [ média | desvio
0 18 | 2370 | 560 550 230 520 280 50 18
2 5 2657 | 650 496 222 186 83 34 16
4 6 2460 | 833 622 151 190 120 42 9
8 6 4540 | 1540 | 600 174 230 120 36 15
10 5 4150 | 1050 | 720 260 270 140 38 21
20 7 2660 | 1480 | 697 178 292 118 35 20
30 4 4610 | 2130 | 785 265 220 91 46 2
40 5 3840 | 2180 | 717 375 254 156 45 24
50 5 3010 [ 790 430 150 280 84 33 25
60 7 2590 | 920 530 350 220 94 36 17
70 5 2580 | 1040 | 570 93 310 56 44 25
80 4 2680 | 820 450 120 320 140 42 13
90 6 3890 [ 1420 | 500 100 200 100 38 20
100 6 2530 | 990 410 160 460 180 31 11

*Sendo: n o nimero de amostras de cada grupo
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Tabela 4.10 — Médias ¢ desvios para cada dose de matriz celular

Dose ) Concentracao elementar (ug/g)
(cGY) n K Ca Fe Zn
média desvio | média desvio | média desvio | média desvio
0 19 12020 | 510 100 56 1680 | 580 40 15
2 6 1290 | 390 110 110 | 1050 | 510 32 14
4 4 [2080| 700 130 63 1770 | 480 43 8
8 4 1970 | 930 160 64 1450 | 870 36 14
10 5 1170 | 480 69 31 1120 | 630 25 11
20 4 1040 | 350 66 19 1150 | 370 29 11
30 6 1570 | 730 130 52 1520 | 870 26 17
40 4 1120 | 180 120 59 1010 | 320 30 12
50 5 1220 | 150 71 24 1570 | 500 33 6
60 5 1250 | 650 110 46 1160 | 550 29 14
70 7 1500 | 570 150 58 1250 | 300 35 2
80 4 930 | 280 49 22 1180 | 390 31 9
90 4 1210 | 330 74 12 1470 | 280 39 5
100 5 1100 | 510 56 19 1580 | 630 35 19

*Sendo: n o nimero de amostras de cada grupo

Os altos valores de desvio padrao obtidos, em alguns casos, podem ser
atribuidos a fatores biologicos, devido a caracteristicas especificas de cada individuo
que afetam as diferentes amostras. De fato, as diferencas de concentragdes elementares
obtidas para as trés repeticoes foram negligenciaveis, quando comparadas com as

variagdes entre as amostras.

Para saber se essas variagdes das médias sdo estatisticamente significantes, usou-

se o teste de Student, que sera apresentado mais adiante nas tabelas 4.11,4.12 e 4.13.
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V.5 — Teste de Hipdtese

O teste de hipotese utilizado foi o teste-t de Student cuja finalidade ¢ estabelecer
um critério que permita distinguir entre diferengas amostrais e diferencas reais. Assim,
sera possivel responder se a diferenca encontrada entre as concentracdes medidas ¢é
devida apenas as caracteristicas amostrais ou se pode ser atribuida a diferenca causada

pelo processo de irradiagao.

Os dados foram submetidos a tratamento estatistico, sendo que o valor de
significancia adotado foi p < 0,05 e a = 95%. As tabelas 4.10, 4.11 e 4.129 apresentam
os valores médios e os p-value encontrados para sangue total, plasma e matriz celular,

respectivamente, obtidos a partir das medidas realizadas.
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Tabela 4.11 — Os valores de p-value encontrados a partir da comparagdo entre as

amostras nao irradiadas com as irradiadas de sangue total

Comparacao p-value
entre amostras
irradiadas e ndo n*
irradiadas K Ca Fe Zn
(0cGy)
2 4 p=0.007 | p=0.752 | p=0.000 | p=0.004
4 4 p=0.005 | p=0314 | p=0.021 | p=0.009
8 4 p=0.002 | p=0.156 | p=0.020 [ p=0.022
10 3 p=0.000 | p=0.131 | p=0.009 [ p=0.036
20 5 p=0.000 | p=0.138 | p=0.001 [ p=0.012
30 2 p=0.005 | p=0.108 | p=0.006 [ p=0.011
40 3 p=0.000 | p=0.104 | p=0.001 | p=0.036
50 6 p=0.000 | p=0.046 | p=0.000 [ p=0.002
60 4 p=0.002 | p=0.039 | p=0.000 [ p=0.048
70 2 p=0.006 | p=0.692 | p=0.000 [ p=0.018
80 5 p=0.000 | p=0.018 | p=0.012 [ p=0.076
90 4 p=0.001 | p=0.081 | p=0.009 [ p=0.102
100 4 p=0.016 | p=0.056 | p=0.013 | p=0.062

*Sendo: n o nimero de amostras de cada grupo e o nimero de amostras de 0 cGy = 13
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Tabela 4.12 — Os valores de p-value encontrados a partir da comparagdo entre as

amostras nao irradiadas com as irradiadas de plasma

Comparacao p-value
entre as amostras
irradiadas com n*
nao irradiadas K Ca Fe Zn
(OcGy)
2 5 p=0283 | p=0645 | p=0.016 | p=0.504
4 6 p =0.000 p=10.484 p=0.011 p=0.312
8 6 p =0.000 p=0.632 p =0.023 p=0.101
10 5 p=0000 | p=0.169 | p=0.070 | p=0.216
20 7 p =0.000 p=0.143 p=0.051 p=0.661
30 4 p=0.000 | p=0.086 | p=0.050 | p=0.776
40 5 p =0.008 p=0.224 p = 0.057 p=0.128
50 5 p=0.012 p=0.286 p = 0.004 p=0.100
60 7 p=0000 | p=0.868 | p=0.012 [ p=0.090
70 5 p =0.027 p=10.853 p=0.016 p=10.094
80 4 p=0.064 | p=0414 | p=0.023 | p=0.414
90 6 p = 0.000 p=0.615 p=0.013 p=0.182
100 6 p=0.007 | p=0.183 | p=0.032 | p=0.105

*Sendo: n o nimero de amostras de cada grupo ¢ o numero de amostras de 0 cGy = 18
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Tabela 4.13 — Os valores de p-value encontrados a partir da comparagdo entre as

amostras nao irradiadas com as irradiadas de matriz celular

Comparacao o-value
entre as amostras
irradiadas com n*
nao irradiadas K Ca Fe Zn
(0cGy)
2 6 p =0.004 p=0.767 p=0.026 p=0.260
4 4 p=0.842 p=0.350 p=0.776 p=0.705
8 4 p=0.879 p=10.070 p=0.514 p=0.630
10 5 p=0.335 p=0.251 p=0.072 p=0.074
20 4 p =0.002 p=0.251 p=0.097 p=0.182
30 6 p =0.046 p=0.257 p=0.024 p =0.065
40 4 p =0.003 p=0.526 p=0.038 p=0.227
50 5 p = 0.002 p=10.276 p=10.092 p=0.324
60 5 p =0.009 p=0.718 p=0.086 p=0.154
70 7 p =0.035 p=10.057 p=0.076 p=0.394
80 4 p =0.000 p=0.092 p=20.109 p=0.236
90 4 p =0.007 p=0.374 p=0.493 p=0.898
100 5 p =0.002 p=10.102 p=0.739 p=0.536

*Sendo: n o0 nimero de amostras de cada grupo e o nimero de amostras de 0 cGy = 19

A partir dos dados de p-value, foi possivel construir os graficos a seguir (figura
4.10, 4.11 e 4.12), relacionando a concentragdo relativa (de cada elemento que sofreu

mudanca significativa com as amostras ndo irradiadas) com cada dose estudada.

60



(A9H9) asoq

concentracdo relativa para ST

=
—
o
=
8 .
an uuuuuuuuuuuuuuuuuHHH\AHHHHHHHHHH
= N R
A N N
S - I—— N —— N -
A (R 2 SR N -] N
|7 o©C=_ ______ N ] N
- S i N ] I\
2 " N N i
o) N NN N
& N NN N
| ™ \/ \\\\\ — / \\\\\\\\\
< e N ] NN - SN
< | L
R, NN Mo -] N
T N R\ S
[a+] N | G N ™
e N
s N NN N B
P | = — \/ \\\\\ — / \\\\\\\\\
= N PR A NRNRNRNR - -
= RNRRBRARNNRNNRN.
L NN RN N RN NN NN -
~% CRE NN HH”u”H _ HHH -
O
S NNRENNRNNNNNNR
o AR RN N RN N MR NN
o "N N
g ” M M |
) NERE NS NN N NN
O YRR ARANRR NN
_ NN - BN BN
o |
— A _ N B B
< { _ _ | _ _
a - ] — - _ -
=
= B ] N i B B L
F | ] _ L _ -
AN
O O O O O O O O O O W <« N o
m ()] [¢6] N~ [{e) n < (a2} N —
(A9H2) asoq

0,4 0,6 0,8

0,2

Concentracao Relativa para PL

Figura 4.11 — Concentragoes relativas para as amostras de plasma.
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CONCLUSAO

A SR-TXRF ¢ uma técnica de alta sensibilidade que permite a determinacao de
multiplos elementos em uma unica medida utilizando uma pequena quantidade de
material. A importancia biologica dos muitos elementos traco (iodo, ferro, zinco) ¢ bem
conhecida. Uma série de dados tem sido acumulada relacionando o papel desses
elementos na vida humana. Elementos trago essenciais sdo especialmente importantes
para grupos populacionais criticos como criancas ¢ mulheres gravidas. Concentragdes
inadequadas de elementos trago no organismo podem desencadear disturbios do

metabolismo e resultar em graves perturbacdes na satide (SCHEPLY AGINA, 2005).

Como resultado deste trabalho, a andlise estatistica utilizada mostrou que a
variacdo do nivel de Ca encontrada nao ¢ significante (p > 0,05) nem para o sangue total
nem para hemocomponentes. Assim, pode-se concluir que o Ca ndo mostrou

sensibilidade a radiagao.

De outra forma, podem-se verificar alteragdes nas concentracdes de K para todas
as amostras analisadas (p < 0,05). A concentragdo de ferro apresentou variagdes
significativas (p < 0,05) apenas para as amostras de sangue total e plasma. Enquanto
que, a concentragdo de zinco apresentou variagdo significativa (p < 0,10) somente para

as amostras de sangue total.

Nas amostras de sangue total, os resultados mostraram uma diminuicdo da
concentragdo do K e do Fe (a > 95%) e do Zn (a > 90%) quando comparados com as
amostras nao irradiadas, em funcdo do aumento de dose dentro de todo o intervalo
estudado (de 2 a 100 cGy). E sabido que a diminui¢do da concentracio de K causa

aumento da pressdo arterial e ocasiona acidente cerebral vascular.
Nas amostras de matriz celular, pode-se verificar uma diminuicdo da

concentracdo de K somente a partir de 20 cGy. Para as doses abaixo de 20 cGy, nao

houve mudanga significativa (p>0,05) entre as amostras irradiadas e as ndo irradiadas.
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Para as amostras de plasma, a concentracdo de K aumentou (a0 > 95%) a partir de

4 cQGy. Entretanto, o nivel de Fe diminuiu para todas as doses analisadas (o > 95%).

Segundo SALGADO (2000), a diminui¢do na concentracdo de ferro no sangue
ocasiona uma diminui¢do das defesas imunitarias o que, de um lado, gera uma menor
resisténcia as infecgdes, e de outro, acarreta um risco adicional de cancer por esta menor

resisténcia.

A deficiéncia de zinco causa uma importante diminui¢do da libido, diminui¢ao
da visdo noturna, diminui¢do da fertilidade, alteragcdes esqueléticas, diarréias de
repeticdo principalmente na infancia, diminuicdo da imunidade propiciando um
aumento das infec¢des de repeti¢do e alteracdes da pele (MAFRA & COZZOLINO,
2004).

E sabido que as radiagdes ionizantes afetam a estrutura das moléculas destruindo
suas ligacdes quimicas por agdo direta ou indireta. A agdo indireta consiste na producgdo
de derivados da radidlise da agua (radicais livres hidroxila, ion hidrogénio e elétron
desidratado), e a agdo direta ¢ a excitacdo ou ionizagao do proprio alvo biologico
(ROGERO, 1995). Analisando os elementos minerais K e Ca e os elementos traco
essenciais Fe e Zn no sangue total, na matriz celular e no plasma humano, conclui-se
que mais informagdes a respeito do balanceamento dos eletrélitos e da condigdo

nutricional do paciente devem ser obtidas.

Os altos valores de desvio padrio encontrados em alguns casos podem ser
atribuidos a fatores biologicos devidos a caracteristicas especificas de cada individuo
que afetam as diferentes amostras. Para trabalhos futuros, sugere-se que um numero
maior de amostras seja analisado. Sugere-se ainda, que as amostras sejam analisadas

utilizando-se outras técnicas.
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