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ESTEVAM, Marcelo. Avaliacéo dos niveis de metais no organismo de ratos portadores
de tumor de Walker-256 e camundongos portadores de Trypanosoma cruzi pela técnica
de fluorescéncia de raios X portétil (PXRF). 2009. 87f. Tese (Doutorado em Fisica) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina / PR.

RESUMO

Parte 1: Nos ultimos 25 anos foram desenvolvidas técnicas ndo invasivas para determinacao
de concentracdes de metais in vivo. Aprimoramentos tecnoldgicos recentes permitem que a
técnica de Fluorescéncia de Raios X Portatil (PXRF) tenha sensibilidade suficiente para
diagndésticos ou monitoramento em aplicagdes biomédicas. Uma aplicagdo potencial envolve a
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, um parasita protozodrio que causa a doenga humana
difundida na América Latina, conhecida como doenca de Chagas. As alteragdes nos niveis de
metais presentes em animais infectados por essa doenca nunca foram medidos in vivo por
PXRF durante o progresso da infeccdo experimental. O estudo utilizou duas espécies de
camundongos, camundongos C57BL/6 que sdo resistentes a infec¢do e os Swiss suscetiveis a
infec¢do. Para as medidas in vivo foi utilizado um sistema portatil, denominado PXRF-LFNA
01, que possibilita arranjos geométricos que viabilizam as medidas nas mais variadas
situagoes ¢ locais distantes. Esse sistema ¢ constituido de um detector Si PIN-diodo ¢ uma
fonte de Pu-238 (17,2 keV; 95.2 mCi; 86.v). Os animais nao isogénicos foram infectados por
T. cruzi (cepa Y). Os espectros de Fluorescéncia de Raios X (XRF) foram analisados
utilizando os programas AXIL e WinQXAS da AIEA. Medidas em simulados de pele com
concentragdes de Fe de 10 a 150 ppm, fornecem um limite minimo de deteccdo (LD) de 13
ppm, em medidas de 50 segundos e dose superficial menores que 10 mSv. Os resultados
sugerem que a patogenicidade do 7. cruzi correlaciona sua taxa de crescimento com a quantia
de Fe medida por XRF.

Parte 2: Atualmente ainda n3o s3o conhecidos totalmente os processos metabdlicos
envolvidos no progresso de uma neoplasia maligna. Conhecer as alteragdes nos niveis dos
metais em organismos portadores de cancer ¢ de suma importancia para uma compreensao
desses processos metabolicos. Nao ocorre nenhuma citagdo na biografia mundial sobre o
acompanhamento dessas alteragcdes por XRF, bem como, sua correlagdo com tratamentos que
utilizam drogas antiinflamatérias em ratos portadores de tumor de Walker-256 (TW-256)
usando um sistema de PXRF. Os animais utilizados foram ratos Wistar albinos. Para
implantacdo no animal foi injetado uma quantidade padronizada de células do carcinoma
subcutaneamente (8x10 cels / rato) no flanco direito (ACCO et al, 2007). Grupos controles
(normais) receberam solucao salina e ratos do grupo experimental receberam celecoxibe (CL)
diariamente ¢/ou aminoguanidina (AG). No 10° dia os tumores do musculo gastrocnémio que
receberam o implante do tumor foram retirados. Para as medidas in vivo na pele foi utilizado o
sistema PXRF-LFNA-O1. Para as medidas in natura dos tumores e musculo foi usado o
sistema PXRF-LFNA-02, constituido de um mini tubo de raios X (alvo de Ag, 20-28 kV/5-10
nA). A duracdo de cada medida foi de 200 s. O LLD foi de 9 ppm para o Fe, 11 ppm para o
Cu e 6 ppm para o Zn. Foi verificada vidvel a aplicagdo da PXRF para a determinacdo de
alteracdes nos niveis de metais em ratos portadores de TW-256.

Palavras-chaves: PXRF. Trypanosoma cruzi e tumor de Walker-256.



ESTEVAM, Marcelo. Evaluation of the levels of metals in mice carrier of tumor of
Walker-256 and mice carrier of Trypanosoma cruzi through the technique of portable X-
ray fluorescence (PXRF). 2009. 87f. Tese (PhD Thesis in Physics) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina / PR.

ABSTRACT

Part 1: At the last twenty five years until nowadays were developed non-invasive techniques
for the determination of metal concentrations in vivo. Recent technological improvements
allow the technique of Portable X-Ray Fluorescence (PXRF) has sufficient sensitivity for
diagnostic or monitoring in biomedical applications. A potential application involves infection
by Trypanosoma cruzi, a protozoan parasite that causes human disease spread on Latin
America, known as Chagas disease. The modification in levels of metals present in animals
infected with this disease has never been measured in vivo by PXRF during the progress of
experimental infection. The study used two species of mice, C57BL / 6 mice that are resistant
to the infection and the Swiss, susceptible to the infection. For the measurements in vivo, were
used a portable system, PXRF-LFNA 01, that allows geometric arrangements enabling the
measures in the most of situations and locations. This system consists in a detector Si PIN-
diode, a source of Pu-238 (17,2 keV, 95.2 mCi; 86.v). The non isogenic animals were infected
T. cruzi (Y strain). The spectra of fluorescence X-ray (XRF) were analyzed using the
programs AXIL and WinQXAS the TAEA. Measures in phantoms of skin doped with
concentration of Fe from 10 to 150 ppm, provide a lower limit of detection (LLD) of 13 ppm,
in times of 50 seconds and surface dose of less than 10 mSv. The results suggest that the
pathogenicity of T. cruzi correlates its growth rate with the amount of Fe measured by XRF.

Part 2: Nowadays are not known fully the metabolic process involved in the progress of a
malignancy. Knowing the changes in the levels of metals in bodies of cancer patients is of
summary importance for an understanding of these metabolic process. There will be no
citation in the world bibliography on the monitoring of these changes by XRF, as well as its
correlation with treatments that use anti-inflammatory drugs in rats with Walker-256 tumor
(TW-256) using a system PXRF. The used animals were albino rats. In order to implement in
the animal was injected into a standard amount of carcinoma cells subcutaneously (8x10” cells
/ mouse) on the right flank (ACCO et al, 2007). Control groups (normal) received saline and
rats, in the experimental group, received celecoxib (CL) daily and / or aminoguanidine (AG).
In the tenth day the gastrocnemius muscle tumors that received the implant of the tumor were
removed. For the measurements in vivo skin system were used PXRF-LFNA-01. For
measures in natura tumor and muscle were used the system PXRF-LFNA-02, consisting of a
mini tube X-ray (target of Ag, 20-28 kV/5-10 pA). The duration of each measurement was
200 s. The LLD was 9 ppm for Fe, 11 ppm for Cu and 6 ppm for Zn. It was feasible the
implementation of PXRF to determine changes in the levels of metals in rats with TW-256.

Key-words: PXRF. Trypanosoma cruzi and Tumor of Walker-256.
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1 INTRODUCAO

Os avangos tecnoldgicos atuais da XRF (X-Ray Fluorescence) permitem
explorar uma série de aplicagdes potenciais, envolvendo a medida da concentragdo de alguns
elementos localizados em tecidos superficiais da pele onde ha baixo risco a radiagdo por nao
serem vascularizados.

Com o desenvolvimento nos ultimos anos, e crescente avango na tecnologia
de detectores resfriados por efeito Peltier, como detectores de diodo de Si-PIN ou de CdTe-
PIN, que sdo pequenos, leves, funcionam a temperatura ambiente, possuem desempenhos
proximos aqueles dos detectores criogénicos € com custo quase uma ordem de grandeza
menor, assim XRF com equipamento portatil (PXRF — Portable X - Ray Fluorescence)
mostrou-se totalmente factivel (KHUSAINOV et al, 1999; LONGONI et al, 1998).

A revisdo bibliografica sugere que a PXRF parece ser ideal para analises
ndo destrutivas em biomedicina, uma vez que os detectores criogénicos de alta resolucao,
como os de Si(Li), HPGe ndo sdo apropriados para instrumentagdo portatil. Medidas ndo
invasivas demonstraram que existe uma alta correlagdo entre niveis de ferro na pele e niveis
de ferro no figado de camundongos. A existéncia de correlagdo entre a sobrecarga férrica do
organismo e a concentracdo de ferro na pele humana foi anteriormente estudada por Olivieri e
Brittnham (1997). Segundo Porter (1996) a concentracdo de ferro in vivo pode ser usada como
um indicador relacionado a desordens organicas. Assim, um estudo em camundongos sugeriu
que a pele possa agir como um marcador util.

Os metais presentes no organismo animal tém papel vital nos diversos
processos metabolicos. Desordens causadas por patologias ou contaminagdo alteram os niveis
normais desses metais fazendo com que estes se tornem toxicos ao organismo quando
presente em alta ou baixa concentracdo. Rotineiramente as concentracdes de metais no
organismo sdo analisadas em sangue e urina. As concentragcdes de metais em sangue € urina
sdo influenciadas por varios fatores como o nivel de exposi¢do continua a esses metais,
funcao renal e diferencas individuais na biocinética.

Medidas invasivas, como biopsias, apresentam uma estimativa da
concentragdo em um volume pequeno e ndo necessariamente um valor que representa a
concentragdo média no 6rgdo. As medidas realizadas por bidpsias envolvem um risco para o
paciente por serem invasivas e perigosas. Bidpsias do figado apresentam taxa de mortalidade

de 0,1% e ndo podem ser repetidas (GILMORE; HAZLETT, 1995).
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Portadores humanos da doenca de Chagas apresentam variacdes na
quantidade de Fe sérico. Apresentam um elevado acimulo de ferro ou estado anémico
dependendo do estagio da patologia, ou seja, da parasitologia, que tende a se estabilizar com o
progresso da doenga (RASSI et al, 1996). Assim, foi estudada a relevancia dessa variacao do
ponto de vista biologico através de uma técnica de Fisica Atomico Nuclear, verificando a
aplicabilidade do sistema de PXRF em cobaias infectadas experimentalmente pelo 7. cruzi.
Os processos bioquimicos e metabolicos que envolvem a prosperidade desse parasita no
organismo, até hoje sem cura, nunca foram estudados in vivo, por PXRF, durante o
desenvolvimento da infec¢do. A biocinética dos metais, medidos por PXRF, nunca foram
relacionadas a taxas de crescimento (parasitologia) do 7. cruizi, assim esse estudo abre um
caminho para se interpretar os mecanismos e relagdes entre metais presentes no organismo,
sua variacao e correlagdo com progresso da infecgao.

Um dos maiores problemas enfrentados pelos doentes de cancer ¢ o quadro
de caquexia. Este constitui um dos principais desafios no tratamento de pacientes com cancer,
pois seus efeitos ainda carecem de uma normalizacdo, ou seja, ndo existe ainda uma defini¢ao
quantitativa sobre o grau de caquexia, nem sua correlacdo com a quantidade de metais no
organismo. Existem atualmente evidéncias que sugerem a participa¢do de mediadores como
as prostaglandinas (PGs) e 6xido nitrico (NO) no desenvolvimento da caquexia induzida por
tumores (SMITH; TISDALE, 1993).

O progresso de uma neoplasia ainda apresenta processos metabolicos
desconhecidos. O progresso de uma neoplasia para o estado maligno pode ser favorecido pela
presenca de metais oriundos de reacdes bioquimicas presentes nesses tecidos. Uma aplicacao
inédita ¢ a utilizagdo da XRF para o estudo das alteragdes desses metais, em um quadro
experimental de tumor, assim como sua correlagdo com as alteragdes no quadro clinico de
portadores e seus diferentes tratamentos.

Apresenta-se neste trabalho medidas in vivo e in natura de tecidos animais
portadores experimentais das doencas de Chagas e cancer. Acompanhamos as alteracdes nos
niveis de metais como Fe, Cu, Ni e Zn, decorridas do progresso dessas patologias, através de
medidas utilizando a técnica de Fluorescéncia de Raios X Portatil (PXRF), técnica precisa,

rapida, nao invasiva e capaz de repeti¢des regulares.
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1.1 DOENCA DE CHAGAS

Uma possivel aplicagdo da Fluorescéncia de Raios X ¢ determinar a
variagdo do elemento Fe em camundongos portadores da doenca de Chagas causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Correlacionando-se essa variagdo ao metabolismo do
protozodrio, ou seja, se o protozodrio utiliza o ferro do organismo do hospedeiro a seu favor e
como ele utiliza esse elemento.

O protozoario causador da doenga de Chagas ¢ da classe dos flagelados,
essa doenca também é conhecida como Tripanossomiase americana. E uma doenga de
evolucdo cronica, debilitante, caracterizada por cardiopatias e disturbios digestivos incuraveis.
Estd intimamente relacionada as mas condi¢des das moradias, pois as mesmas favorecem a
nidificagdo dos insetos vetores conhecidos vulgarmente como “barbeiros”.

Um século ap6s a sua descoberta, a doenga de Chagas ainda representa um
desafio internacional a satde publica: em todo o mundo, mais de 14 milhdes de pessoas estdo
infectadas pelo parasito causador da doenga. Apesar da alta endemicidade, a doenca de
Chagas permanece no grupo de doengas negligenciadas. Na tentativa de modificar este
quadro, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) reconheceu explicitamente a importancia
global da enfermidade, ha pouco restrita & América Latina (AGENCIA FIOCRUZ DE
NOTICIAS, 2008).

A doenca de Chagas espalhou-se da América Latina para os Estados Unidos
e a Europa devido a falhas nos exames do sangue destinado a transfusdes (OMS, 2007).

O homem se infecta quando o barbeiro (triatomineos dos géneros Triatoma
infestans, Panstrongylus sp € Rhodnius sp) elimina as formas tripomastigotas metaciclicos do
Trypanosoma cruzi em suas fezes, durante ou logo apds alimentar-se do sangue humano.
Estas formas infectantes podem penetrar por abrasdes da pele provocados pelo ato de cogar,
pelo orificio da picada do barbeiro ou ainda pelas mucosas, quando o homem,
inadvertidamente, leva as maos contaminadas aos olhos ou nariz. Logo apds a penetracdo, os
tripomastigotas metaciclicos sdo fagocitados por macréfagos, perdem o flagelo e a membrana
ondulante, tornando-se amastigotas, forma sob a qual se reproduzem por divisao bindria até
que os macrofagos fiquem repletos de amastigotas. Os parasitos entdo re-adquirem o flagelo e
a membrana ondulante, tornando-se tripomastigotas que rompem a célula hospedeira e

disseminam-se para o restante do organismo pela circulagdo sangiiinea.
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Os protozoarios quando chegam ao coracao, esofago e colon, principais
orgdos atingidos, penetram nas fibrilas musculares desses oOrgdos e repetem o ciclo
intracelular. Os tripomastigotas podem, ainda, ser fagocitados por macréfagos nos 6rgaos do
sistema fagocitario mononuclear (figado, baco, linfonodos, medula Ossea), onde se
reproduzem novamente como amastigotas.

Quando os triatomineos (barbeiros) alimentam-se do sangue de uma pessoa
infectada, ingerem os tripomastigotas que se convertem em epimastigotas e se reproduzem
por divisdo bindria no tubo digestivo do inseto, voltando a forma tripomastigota quando

\

chegam a por¢do terminal do intestino do barbeiro. Estas novas formas tripomastigotas,
altamente moveis, delgadas e infectantes, sdo as formas metaciclicas eliminadas nas fezes do

vetor, fechando um complexo ciclo, figura 1, (COURA; CASTRO, 2002).

Figura 1 - Ciclo biologico do Trypanosoma cruzi.
Fonte: Instituto Pasteur (2008).

A fase cronica da doenga tem evolucao de 15 anos ou mais e os sintomas
sdo muitas vezes indeterminados. Entretanto, em cerca de 30% dos casos ha o
comprometimento do coracdo, especialmente a cardiomegalia e nestes casos o paciente pode
apresentar arritmias cardiacas, insuficiéncia circulatoria, edemas dos membros, cansaco,

dispnéia e morte subita por faléncia cardiaca.
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As alteracdes digestivas ocorrem em torno de 10% dos casos e os pacientes
podem apresentar dificuldades de degluti¢do, digestdao ou defecagdao, conforme a por¢ao do
sistema digestorio afetada (megaes6fago, megacolon) (RASSI et al. 1996).

O diagnostico parasitologico pode ser feito pela visualizagdo dos
tripomastigotas em distensdes sangiiineas ou das amastigotas em biopsias de linfonodos
(quando houver poliadenite) durante a fase aguda da doengca. Os métodos de
imunodiagnostico, especialmente a imunofluorescéncia, ELISA e hemaglutinagdo, sao
utilizados na fase cronica. Métodos complementares como o diagndstico por imagem também
podem ser utilizados.

O tratamento para a doenca ¢ apenas sintomadtico e, infelizmente, ainda nao
ha cura, pois as drogas disponiveis, como o benznidazol, t€ém apenas atividade parcial sobre o

protozoario.

1.2 TUMOR DE WALKER-256 E CAQUEXIA

Além de sua alta atividade metabolica, células tumorais parecem ser
"protegidas" contra a apoptose celular ou necrose (GIGLIO, 2001; DAVIS et al, 2004). Esta
caracteristica aumenta a viabilidade e progressdo tumoral e contribui significativamente para a
sua resisténcia a agentes quimioterapicos. Em conseqiiéncia, a progressao da maioria dos
tipos de cancer s6 pode ser eficazmente evitada com estratégias que combinam variabilidade e
tratamentos com diferentes drogas e sucessivos. Uma alternativa para estes procedimentos ¢ a
prevencdo farmacoldgica, uma tentativa de utilizar compostos sintéticos e naturais para
intervir nas fases iniciais do cancer, antes que a fase invasiva comece (GIGLIO, 2001;
BACKHUS et al, 2006).

Agentes quimicos preventivos podem impedir ou parar as mutacdes
genéticas que levam ao cancer. Eles também podem impedir ou interromper processos que
levam a replicacao excessiva das células malignas.

Agentes antiinflamatorios, como o celecoxibe, foram sugeridas como eficaz
no tratamento de diversas neoplasias. As investigagdes mostraram que a inibi¢do da formacao
de mediadores inflamatorios € susceptivel de prejudicar o desenvolvimento de tumores, e,
especialmente, que pode reduzir a perda de peso, caquexia, geralmente associada a neoplasias.

Foi relatado, por exemplo, que celecoxibe rapidamente reverte a perda de peso por caquexia
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em dois modelos: tumores do Coldon 25 e 1483 HNSCC (GIGLIO, 2001). Nos ultimos 5 anos,
numerosos estudos tém sido publicados mostrando que celecoxibe ¢ capaz de diminuir o
crescimento tumoral, metastases para controlar e melhorar as condi¢des clinicas dos pacientes
com cancer (WENGER et al, 2002; BACKHUS et al, 2006).

A melhora clinica dos doentes tratados com celecoxibe pode ser
parcialmente devido a uma reversao das alteracdes metabodlicas induzidas por tumores. A este
respeito, deve ser enfatizado que o estado caquético induzido por neoplasias ¢ caracterizado
por alteragdes em varias vias metabdlicas, em conseqiiéncia das alteracdes enzimadticas e
mecanismos de sinalizagdo celular.

A caquexia ¢ a principal sindrome paraneoplasica. Ela afeta pelo menos a
metade de todos os pacientes com cancer e a grande maioria (80%) dos pacientes com cancer
avancado (ARGILES et al, 1997). De forma simplificada, podemos defini-la como: “uma
sindrome catabolica envolvendo a perda de musculo e gordura, causada diretamente por
fatores tumorais”, e indiretamente pela resposta aberrante do hospedeiro a presenca do tumor
(SEELAENDER et al, 1996).

Trata-se de um fendomeno clinico classico, que evoca a imagem histérica de
leitos hospitalares com pacientes sendo progressivamente “consumidos”. Constitui-se em uma
sindrome multifacetada, de etiologia extremamente complexa, diretamente relacionada a
reducdo da sobrevida e a prognose adversa (KAZANTZIS; SEELANDER, 2005). As
alteracdes nos metais, medidos por XRF, podem fornecer resultados que conduzam
pesquisadores a uma melhor compreensdo do quadro de caquexia e sua quantificacdo em
niveis de caquexia, por exemplo.

Assim, tendo em conta a potencial utilidade do celecoxibe na melhoria da
condicdo dos pacientes com cancer (NIITSU et al, 2004; PARK et al, 2005) e a hipotese
levantada anteriormente que a sua a¢dao pode ser parcialmente devido a uma reversdo das
alteragdes metabolicas, em conseqiiéncia da condigdo caquética, o presente trabalho foi
planejado para analisar a influéncia deste antiinflamatério hepatico em alguns pardmetros
metabolicos, e suas conseqiientes alteragdes nos niveis de metais, medidos através da técnica
de PXRF, em ratos Wistar albinos com implantes de tumor de Walker-256. Os resultados
devem acrescentar novas informagdes sobre a acdo do celecoxibe e drogas afins, como a

aminoguanidina, bem como, a aplicabilidade da PXRF.
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2 OBJETIVOS.

Compreender alguns dos processos metabdlicos envolvidos nas doengas de
Chagas e cancer.

Compreender o papel do elemento ferro na infec¢do experimental da doenga
de Chagas em camundongos da raca Swins (suscetiveis) e C57BL/6 (resistentes), medindo a
quantidade de ferro presente na pele desses animais durante o progresso da infec¢do por T.
cruzi, através da técnica de XRF in vivo.

Medir a alteracdo dos niveis dos metais Fe, Cu, Ni e Zn em tecidos de ratos
Wistar albinos durante o progresso dos implantes de tumor de Walker-256 através da técnica
de XRF in natura e in vivo.

Possibilitar um trabalho em colaboragdo com outras areas ligadas ao

monitoramento e tratamento de portadores da doenca de Chagas e cancer.
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3 REVISAO DA LITERATURA.

Em um estudo para avaliar a aplicabilidade de um sistema de XRF nao
portatil, Farquharson e Bradley (1999) e Bradley e Farquharson (2000) utilizaram simulados
de pele constituidos de sulfato de ferro (FeSQO,), e posteriormente utilizando peles de ratos
investigaram relagdes entre niveis de ferro na pele e ingestdo de Fe. Utilizaram um sistema
XRF in vivo com as seguintes caracteristicas: fonte um tubo Cometa 160 kV, alvo de
tungsténio; operacdo com 20 kV e 20 mA; filtro de 0,15 mm de cobre 99,9 % puro; detector
EG&G Ortec alta-pureza de germanio GLP, concluiram ser necessario melhorar o arranjo
experimental para realiza¢do de medidas in vivo.

No intuito de medir metais em pele humana in vivo, Fischer et al (1999)
utilizando susceptibilidade magnética, que usa um supercondutor quantico por um dispositivo
de interferéncia (LULA), tiveram éxito em quantificar ferro in vivo em pele humana de
maneira sensivel, mas o equipamento ¢ extremamente caro.

Em um estudo utilizando técnicas de constru¢do de imagem por ressonancia
magnética (MRI) para avaliar a quantidade de ferro no corpo e quantificar a relagdo entre
ferro do figado e ferro mensuravel por MRI, Ito et al (1999) observaram que a técnica MRI
ndo foi suficientemente sensivel na gama critica de concentragdo in vivo observada em
sobrecarga férrea.

Estudando as alteragdes organicas e metabdlicas do excesso de ferro no
organismo, Olivieri e Brittenham (1997) verificaram que estes danos sdo proporcionais a
concentragdo de ferro nos tecidos. Concluiram ser necessaria uma melhor avaliagdo dos niveis
de Fe para uma correlacdo, sugerindo uma biopsia do figado.

No desenvolvimento de simulados organicos, Shukri et al (1995)
desenvolveram um estudo com simulados de pele, solucdes de (FeSO,), depositados em
camadas sobre filtros de papel utilizando um sistema de PXRF, com as seguintes
caracteristica: Fonte (alvo secundario) de '’Cd / raio X de 22,1 keV; alvo de Ag; tempo de
medida 1200s; dose de 5 mSv e LD de 119 pg g de Fe.

Green et al (1994) realizaram estudos envolvendo trabalhadores expostos a
concentragdes aerotransportadas de metais pesados. Utilizaram um sistema de XRF in vivo
para estudos em ossos contaminados por chumbo de grupos de trabalhadores expostos, com as
seguintes caracteristicas: tempo de contagem 1500s; dose de 0,5 mSv. Os resultados foram:

Grupo controle: 27,8 pg (Pb) g e grupo exposto: 74,2 pg (Pb) g . A precisio foi de + 4,9 a
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+ 14,2 ug (Pb) g’ . Mostrando sensibilidade suficiente para quantificagio de chumbo em
0SSOS.

Gorodetsky et al (1990) desenvolveram um sistema portatil de XRF in vivo
utilizado para deteccdo de elementos como Fe, Zn e Cu em portadores da B-Thalassaemia,
utilizando: Fonte mono energética com 11,4 keV; dose de 10 mSv. Obtendo os seguintes
resultados: Tecido normal (5,6 a 14,0) ppm de Fe e tecido de portadores de Beta Talassemia
(13,7 a 150,0) ppm de Fe. Este ¢ o trabalho pioneiro sobre medidas in vivo com doentes de
Talassemia.

Usando um método de XRF in vivo para examinar niveis de Fe, Cu e Zn em
prurigo nodularis, doenca auto-imune, Sheskin et al (1986) notaram que ha uma reducdo na
quantidade de Zn na pele afetada durante o tratamento com a droga Thalidomine.
Investigaram também niveis de Fe, Cu e Zn em tecidos cancerosos € pré-cancerosos.
Obtiveram os seguintes resultados para tecidos acometidos de neoplasias: 10,2 + 2,5 ppm de
Fe; 4,5+ 1,7 ppm de Zn ¢ 0,8 £ 0,3 ppm de Cu. Mostrando elevacdo dos niveis para Fe, Cu e
Zn com relagdo ao tecido normal.

Michaelsson et al (1980) usaram espectroscopia de absor¢do atdomica
(AAS), investigaram a epiderme e a derme de pacientes saudaveis, encontrando niveis de Zn
em acordo com valores informados na investigacdo de Molin e Wester (1973).

Molin e Wester (1973) desenvolveram um sistema de analise de ativagado in
vitro por néutrons (NAA) para investigar concentragoes de Fe, Zn e Cu em amostras normais,
obtendo: 26,53 + 6,73 ng g de Fe; 39,3 + 12,4 pg g de Zn e 3,76 + 0,83 pg g de Cu.
Mostrando que a NAA seria uma técnica capaz de medidas in vitro.

Em modelos animais infectados experimentalmente, Malvezi et al. (2004)
demonstrou que em infecgdes experimentais em modelos animais, camundongos Swiss e
C57BL/6, ocorre uma parasitemia bifasica e transitoria ao inoculo de 5000 formas
tripomastigotas de 7. cruzi. Essa quantidade de parasitas utilizada na infec¢do ¢ padronizada
em estudos bioldgicos e ¢ necessaria para uma infec¢do experimental que cause as
complicacdes necessarias ao estudo de mortalidade da espécie em questao.

No primeiro estudo sobre 7. cruzi e ferro, Lalonde e Holbein (1984)
demonstraram in vitro uma dependéncia entre os protozoarios 7. cruzi € a concentragdo de Fe
no meio, concluiram que a quantidade de ferro disponivel aumentava a reproducdo do

parasita.
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Arantes et al. (2007) demonstrou os efeitos da droga quelante deferoxamina
(DFO) em camundongos Swiss portadores de 7. cruzi. Os animais induzidos a anemia pelo
DFO apresentaram maior sobrevida, demonstrando a correlagdo entre a quantidade de Fe
disponivel e a quantidade de parasitas no organismo.

Com relagdo aos estudos que envolvem T. Walker-256, Acco et al. (2007)
estudaram as alteragdes metabolicas apresentadas por ratos com implantes de tumor de
Walker-256 tratados com celecoxibe pertence ao grupo dos anti-inflamatdrios, observou uma
reducdo do estado caquético no grupo tratado com o antiinflamatorio.

Lima et al. (2005) demonstraram, entre outros resultados, o aumento de 3,6
vezes do DNA fragmentado em cobaias portadoras de implantes de T. Walker-256.
Demonstraram também o envolvimento de linfocitos e mitocondrias na evolucdo do estado
caquético.

Pizato et al. (2006) demonstraram a influéncia de uma dieta rica em Acidos
graxos poliinsaturados (peixe ou 6leo de girassol ou misturas de peixe e 0leos de girassol) em
ratos portadores de T. Walker-256. Verificaram o aumento do numero de linfocitos e
macrofagos, representantes do sistema imunoldgico e uma diminui¢do da perda de peso por
caquexia.

Farquharson et al. (2007) realizou o mapeamento de Cu e outros elementos
traco utilizando micro-XRF por radiacdo sincontron em tecidos de mama humana acometidos
por neoplasias. O estudo demonstrou grande dificuldade em relacionar a maior concentragdo
dos metais a localizagdo da maior densidade de células tumorais. Concluindo ser necessaria
uma técnica mais sensivel para tal feito.

Geraki et al. (2002) utilizou a XRF por radiagdo sincrotron para avaliar
tecidos humanos acometidos com tumores, verificou o aumento dos niveis de Fe, Cu e Zn. O
aumento mais acentuado ocorreu para os elementos Cu e Zn, os autores comentam que o
aparato precisa ser melhorado, pois testes de reprodutibilidade ndo foram satisfatérios, além
de citarem com o relevante o estudo da correlacdo entre concentracdo e localizacdo dos
elementos.

Recentemente Estevam e Appoloni (2009) correlacionaram medidas de Fe
através da PXRF in vivo na pele de portadores de Beta-Talassemia e pessoas sadias,
verificando a aplicabilidade da técnica em monitoramento da sobrecarga férrea nesses
pacientes.

Técnicas ndo invasivas para determinacdo de concentragdes de metais in

vivo foram desenvolvidas extensivamente durante os ultimos 25 anos. Poucos trabalhos
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estudaram os elementos Fe, Cu, Zn ou Ni no organismo humano. A maior parte dos estudos

determina os niveis de metais como Cd, Au, I, Pb, Hg e Pt no organismo. A tabela 1 resume

os principais trabalhos relacionados com XRF in vivo, A unidade do SI para dose equivalente

¢ sievert (Sv), assim todos os trabalhos tiveram suas doses apresentadas em mSv, onde, 1 Sv =

1 Gy. (FQ), FQ ¢ o fator de conversdo, e 1 mSv = 100 mrem.

Tabela 1 - Resumo dos artigos que reportam resultados de XRF in vivo (ESTEVAM,;
APPOLONI, 2009).
Autor / ano Técnicas de | Fonte de Matriz / amostra | Tempo de Dose Elementos
XRF Excitacao Medidas equivalente (LLD)
(mSv)
MacLean et al/ | XRF *'Am (500 mCi) | Fémeas de ratos / | 10 min 6,8-11,0 I (ndo
1995 pele informado)
Shukri ef al / KXRF Cd (100 mCi) | Simulados de 20 min 5,0 Fe (119 ppm)
1995 FeSO,
MacLean et al / | XRF “'Am (500 mCi) | Humanos / pele 25 min 2,4 I (ndo
1996 informado)
O’Mearaetal /| | XRF 'Co (1 mCi) Simulados / 60 min 8,0.107 U (20 ppm)
1998 gesso de Paris
O'Meara et al/ | Polarizado | Tubo de Raios X | Simulados / Nao 8,0-14,0 (em | Hg (26-54
2000 XRF (250kvVels solugdes aquosas | informado uma hora) ppm)
mA) dopadas de Hg
Bradley et al / XRF Tubo de Raios X | Simulados / 33.3 min 16,0 Fe (20 ppm),
2000 (15kV,23 mA,) | solugdes de Fe, Zn (10 ppm)
Zne Cu eCu
(5 ppm)
O’Meara /2004 | XRF Tubo de Raios X | Humanos / rim 50 min 5,0 Hg (19 ppm)
(200 kV e 20
mA)
Ali/ 1998 Polarizado | Tubo de Raios X | Humanos / 33.3 min 3,0 Pt (5,6 ppm)
XRF (220 kV) tumores
Shakeshaft / XRF 'Gd (24 GBq) | Humanos / rim 30 min 0,1 Au (30-60
1993 ppm)
Borjesson / XRF Tubo de Raios X | Humanos / rim 30-50 min 5,0 Hg (12-45
1995 ppm)
Christoffersson | Polarizado Tubo de Raios X | Humanos / 30 min 10,0 Cd (8-20
/1983 XRF (150kV, 15 mA) | cortex do rim ppm)
e 241 Am
Christoffersson | XRF Tubo de Raios X | Humanos / 33.3 min 1,8 Cd (8-20
/ 1986 (150 kV, 15 mA) | cortex do rim (tempo ppm)
Vivo)
Al-Ghorabie et | XRF P"Tee P Xe Simulados / Nio 7,0 Pt (ndo
al /2001 garrafas de informado informado)
polietileno
Zamburlini et al | XRF 127 Simulados / ndo 30 min Nio informado | Sr/Ca (110-
2006 informado 258 ppm)
Gollnick e XRF 1 Am Simulados / ndo | Nio 0,13-0,15 | Ndo
Greenfield 2004 informado informado informado
O’Meara /2004 | XRF = Simulados / ndo 10-20 min Nao informado | Ag (3-4 ppm)
informado
Pejovi¢-Mili¢ et | XRF %cd Osso / falange e | Nao 0,08 Sr/Ca (250
al 2004 tibia informado ppm)

O chumbo em particular vem despertando o interesse de muitos

pesquisadores, alguns trabalhos sdo reportados na tabela 2. Sabe-se que mais de 90% do
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acumulo de chumbo no organismo fica depositado no esqueleto (WIELOPOLSKI et al,

1983). Esses estoques de chumbo com a perda ossea, durante o passar dos anos, podem

novamente ser langados no organismo.

Tabela 2 - Resumo dos artigos que reportam resultados de XRF in vivo para medidas de

chumbo (Pb).
Técnicas de Fonte de Matriz / Tempo de | Dose equivalente | Elementos
Autor / ano ) )
XRF Excitacao amostra Medidas (mSv) (LLD)
Wielopolski et
al/ 1982 SXRF P 'Cd Ossos / tibia 30 min. 100,0 Pb (22 ppm)
Wielopolski et | Polarizado | Tubo (50 kV e | ossos/ cortex .
o 16,5 min. 104,0 Pb (6,4 ppm)
al / 1989 XRF 30 mA) da tibia
Aroetal/ 109 Simulados / . o Pb (7-13
XRF Cd . 30 min N3io informada
1994 gesso de Paris ppm)
Gerhardsson / 1Cd (59-65 | Humanos / pele . Pb (9.8-19.1
XRF ) 30 min 2,0-6,0
1993 mCi) € 0Ss0S ppm )
109 Humanos / . .
Cd (500 Nao o Nao
Aro /2000 XRF ) pernas de . N4o informado )
mCi) ] informado informado
cadaveres
Somervaille / 'Cd (100 e | Humanos / tibia )
XRF . 20-30 min 4,5 Pb (10 ppm)
1985 200 mCi) € metatarso
Ahlgren / s ) Humanos / ) oo
XRF Co (20 mCi) 15 min Nao informado | Pb (14 ppm)
1979 ossos do dedo
. 'Co (16 mCi) Humanos / .
Somervaille / 109 . o . Nao
XRF e Cd(150 fémur, tibia e 30 min 12,0- 30,0 .
1989 ) informado
mCi) calcanhar
Ahlgren / s Humanos / . Pb (20-118
XRF Co 40 min 55,0
1980 0ssos do dedo ppm)
» %cd (3,7-7,4 Humanos / , Nio
Erkkild / 1992 XRF 25 min 8,0- 16,5 .
GBq) 0808 informado
Ahlgren / SCo (20 mCi, Humanos / ) Nao
XRF 30 min 8,0 .
1976 122 keV) o0ssos do dedo informado
, *'Co (86
Christoffersso Humanos / .
XRF %122 keV, 40 min 25,0 Pb (20 ppm)
n/ 1984 ossos do dedo

10% 136 keV)
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1FLUORESCENCIA DE RAIOS X

A fluorescéncia de raios X ¢ um método analitico baseado nas medidas de
energia e intensidade (nimero de raios X detectados por unidade de tempo) dos raios X
caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem uma amostra.

Quando uma amostra ¢ irradiada os elementos irradiados que a constituem
podem ser excitados por fotons que podem ser emitidos de um tubo de raios X, de
aceleradores e fontes radioativas. Quando um elemento da amostra ¢ excitado, este tende a
ejetar os elétrons dos niveis interiores do 4tomo, e como conseqiiéncia disto, elétrons dos
niveis mais afastados realizam um salto quantico para preencher as vacancias. Cada transi¢ao
constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia € emitida na forma de fotons de
raios X com energia caracteristica ¢ bem definida para cada elemento, permitindo a
identificacdo desses elementos na amostra. O nimero de fotons emitidos € diretamente
proporcional a concentragdo do elemento na amostra (NASCIMENTO FILHO, 1999; RAO;
CHATT, 1993).

A andlise por fluorescéncia de raios X consiste em trés fases: excitagdo dos
elementos que constituem a amostra, dispersao dos raios X emitidos pela amostra e detec¢ao
dos mesmos.

No espectro de raios X também estdo presentes espalhamentos eldsticos e
inelasticos de fotons provenientes da interagdo dos fotons incidentes com a amostra. Na
figura 2, considera-se uma radia¢@o incidente mono energética entrando na amostra normal a
superficie e a radiacdo espalhada composta de espalhamento eléstico, espalhamento Compton
e raios X caracteristicos, todos deixando a amostra também normal a superficie (CESAREO,

1992; BACON, et al 1999).
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m{@

Camada Ax da
amostra na
profundidade x

A J
Fluxo elastico
espalhado

Y

Espalhamento
Compton

Fluxo
Incidente v Fluxo
Fluorescente

Figura 2 - Tipos de espalhamento envolvidos quando uma radiagdo mono energética incide sobre a
amostra

O fluxo fluorescente de um elemento genérico @ em uma camada de massa
por unidade de 4rea p Ar (g/cm?) a uma profundidade x (cm) depende dos seguintes fatores

(VAN GRIEKEN; MARKOWICZ, 2002):

AN, = N, K @,(E,)| 1= — |, p Ax e7lBlm gmalEun)e )
Ja

Onde: AN, — niimero de fotons dos raios X fluorescentes por unidade de area e de tempo dos
raios X do elemento a;, Ny — fluxo incidente de fétons; K — Fator geométrico; @, — o
rendimento fluorescente do elemento a na camada de interesse; (/-1/J,) — Fator de “branching
ratio” que corresponde a intensidade dos raios X na linha de interesse em relagdo a
intensidade total dos raios X; ¢, — concentracdo do elemento a (% de peso) e w(E) —
coeficiente de absor¢do de massa total da amostra para energia E.

Para haver produ¢do de raios X caracteristicos ha necessidade de se retirar
elétrons localizados nas camadas mais internas, e para isto a energia minima incidente deve
ser superior a energia de ligacdo do elétron nessa camada. Esta energia pode ser calculada de
modo aproximado (NASCIMENTO FILHO, 1993), para elétrons das camadas K e L dos

atomos de um elemento, de acordo com a equagao:
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E:C.(Z_b] )

n

onde: E € a energia minima para retirar elétrons da camada K; C ¢ uma constante com valor
de 13,65 eV; b ¢ a constante de Moseley com os valores: 1 para a camada K e 7,4 para a
camada L; Z ¢ o niimero atomico do elemento e n ¢ o nimero quantico principal do nivel
eletronico (n=1 para a camada K, n= 2 para a camada L, etc.).

Através da Equacdo 2 pode ser observado que a energia de ligagdo para uma
dada camada ¢ diretamente proporcional ao quadrado no numero atdomico do elemento, de
modo que a radiagdo, por exemplo, a série K tem menor energia para os elementos mais leves,

conforme a figura 3.

% Kp, ;K
= 40- § o
>
S 304
Y
8 20- Lp
© Lo
g 10 -
20 40 60 80 100

Numero atémico (Z)

Figura 3 - Energia dos raios X em fun¢do do numero atdomico. Fonte: Vandecasteele; Block
(1995).

A energia caracteristica dos raios X emitidos pela amostra, apos a excitagao,

depende da diferenca de energia do elétron nos niveis quanticos, ou seja:
Ex :Eni_Enf (3)

onde: E, ¢ a energia do raio X caracteristico , E,; € E,s sdo as energias do elétron nos niveis

inicial e final, respectivamente.
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Os métodos de dispersao usados na maioria dos espectrometros de raios X
podem ser classificados em duas categorias: dispersao por comprimento de onda e por

dispersdo de energia (BUCHAM, 1974; CESAREO et al, 1992).

Na fluorescéncia de raios X por dispersao de comprimento de onda

(WDXRF), que ¢ uma técnica mais antiga, os raios X emitidos pela amostra sdo dispersos

espacialmente com base em seus comprimentos de onda por difragdo em um cristal antes da

deteccdo. Os raios X caracteristicos sdo selecionados por um cristal analisador, de acordo com

seus comprimentos de onda, obedecendo a lei de Bragg da difracio (VANDECASTEELE;
BLOCK, 1995; KAPLAN, 1963).

nA=2dsen(6) 4)

onde: n ¢ um numero natural; A ¢ o comprimento de onda considerado; d ¢ a distancia

interplanar do cristal e ¢ o angulo de incidéncia e de emergéncia da radiacdo considerada. A

figura 4 mostra um arranjo experimental para WDXRF.

Amostra

Tubo de Ran

ou fonte radiown. a

Fendas

\/
Cristal / i Dretector

Figura 4 - Representacdo esquematica da fluorescéncia de raios X com dispersdo por
comprimento de onda.

De forma simplificada, na fluorescéncia de raios X com dispersdo de energia
(EDXREF), o detector recebe todas as linhas de raios X da amostra diretamente. Os raios X sao
selecionados através de pulsos eletronicos produzidos em um detector apropriado, estes pulsos
sdo diretamente proporcionais as energias dos raios X. Os detectores mais usados sdo: Si(Li),
Ge(Li) e HPGe.

A Figura 5 mostra um arranjo experimental para EDXRF. Em equipamentos

de fluorescéncia de raios X, que fazem uso da dispersdo de energia com detectores
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semicondutores, as equacdes 3 e 4 sdo necessarias para que a partir da energia detectada possa

se determinar o elemento a ser analisado (CUNHA; SILVA, 2004).

Amostra

| I ot E— |

Raios X
Feixe primario de caracteristicos

Raios X

Colimador de
Pb

Tubo de Raios X

ou Fonte Radioativa Detector

Figura 5 - Representacdo esquematica da fluorescéncia de raios X com dispersdo de energia

A sensibilidade da XRF depende de muitos fatores, por exemplo: a energia
detectada, intensidade da radiagdo incidente, a geometria dos instrumentos utilizados (angulo
solido para excitacao e deteccao), a refletividade do cristal analisador (no caso de WDXRF) e a

eficiéncia do detector (CUNHA; SILVA, 2004).

4.2 ANALISE QUALITATIVA

O desenvolvimento de novas técnicas analiticas e métodos que sejam
capazes de identificar e quantificar os componentes de amostras complexas, tais como aquelas
relacionadas a problemas ambientais, prote¢do alimentar ou amostras biologicas sao
amplamente explorados. Entretanto, do ponto de vista pratico, torna-se importante
reconsiderar até onde resultados quantitativos sdo realmente necessarios. Em rotinas de
laboratorio, por exemplo, ¢ usual, em um primeiro estagio, verificar se um ou mais elementos
estdo presentes/ausentes na amostra antes de estimar suas concentragdes (MELQUIADES;

APPOLONI, 2007). Métodos qualitativos sdao usados, neste caso, como técnicas de
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mapeamento antes da quantificacdo por métodos rotineiros, o que possibilita a reducao no
tempo e custo das analises. (TRULLOLS et al, 2004).

A defini¢do de métodos qualitativos de acordo com a Comunidade Européia
¢: “avaliacdo da presenca ou auséncia de um ou mais elementos em uma amostra devido a
suas propriedades fisicas e quimicas” (657/EC, 2002), e de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC): “método de andlise cuja resposta ¢ a presenca ou
auséncia do elemento, detectada direta ou indiretamente em certa quantidade de amostra”
(FELDSINE et al, 2002).

Métodos analiticos baseados em deteccdo instrumental fornecem respostas
onde a decisdo final ¢ feita comparando a resposta da amostra teste com a resposta da amostra
dos elementos de interesse nos niveis especificados (amostra padrao). Ao invés de se trabalhar
no dominio de concentragdo se trabalha no dominio de resposta. Por exemplo, sabendo o
limite de deteccdo do sistema de medidas, uma vez detectado o elemento, pode-se afirmar que
ele estd presente na amostra com concentracao acima de determinado valor (MELQUIADES;
APPOLONI, 2007).

Desse modo, a partir das defini¢gdes, métodos analiticos qualitativos sdo
usados para determinar se uma amostra contém um ou mais elementos especificos. Nestes
casos o resultado da andlise pode ser somente bindrio: presenga/auséncia ou sim/nao. A
resposta presenca/auséncia estd relacionada a um nivel especifico de concentragdo. Abaixo
deste limite, a concentragao do elemento ¢ desprezada.

Outra forma de analise ¢ a comparagdo entre valores percentuais. Uma vez
detectado na amostra de interesse um elemento com concentragdo acima do limite de
detec¢do, pode-se comparar percentualmente o valor encontrado com o resultado de uma

amostra padrao.

4.3 ANALISE QUANTITATIVA

Para realizar a quantificagdo dos elementos presentes numa amostra, em
concentragdo (C), utilizando o método dos pardmetros fundamentais (Equacao 5) € necessario
conhecer previamente os valores das sensibilidades elementares (S), fator geométrico,
eficiéncia de deteccdo, fator de absor¢do (A), entre outros fatores. Este procedimento tem a

vantagem de necessitar de um Unico padrao para cada elemento a ser analisado. Porém torna-
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se essencial determinar o fator de absor¢do da amostra para cada energia/elemento de

interesse (MELQUIADES; APPOLONI, 2007). A intensidade (I) ¢ dada por:

[=S.CA (5)

A determinacdo do fator de absor¢do pode ser contornada nas andlises semi
quantitativas, supondo-se conhecidos os componentes majoritarios da matriz e supondo que
todas as amostras tenham uma composicao similar.

O fator de absor¢ao ¢ escrito da seguinte forma:

1— e—xpo.D
A= (©6)
X-Po D
onde: y = L , poD ¢ a densidade superficial da amostra (g . cm™);

senf, send

Uma amostra fina € obtida, por exemplo, depositando e secando liquidos em
filmes finos, por deposi¢do a vacuo, pela aplicacdo de tintas, camadas finas de tecidos
bioldgicos, entre outros. Em amostras consideradas finas ou filmes finos, no limite de D — 0,
o termo y.po.D tende a zero, ou seja, lim (y.po.D) — 0, e logo o fator de absor¢ao tem valor
unitario.

Assim, a equagdo para o calculo da concentracdo simplifica-se.

o _di
i Sj (7)
o indice 7 nas grandezas refere-se ao elemento de interesse.

As amostras biologicas foram medidas in vivo ou in natura e para esse caso,
estas sdo consideradas amostras infinitamente espessas, outros exemplos sdo: liquidos, ligas
metdalicas, minerais, pastilhas, que sdo analisados com uma espessura maior que poucos
décimos de milimetro (CESAREO, 1992).

Em amostras espessas, no limite de D — oo, o termo y.p,. D na Equacao 6

tende a infinito e o valor do fator de absor¢do assume o seguinte valor:

1
A=——
X-Po.D ®)
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Neste caso, torna-se necessario obter o valor dos trés parametros (equagao
9) para se calcular a concentragao, ou seja:
li
C=—— )
Si.Ai

Através da equacdo 9 foi realizado uma curva de calibracdo, onde a
parametrizacao fornece uma equagdo do 1°grau, As curvas sdo apresentadas nas figuras 18 ¢

20 paginas 45 e 48 respectivamente. A concentracao ¢ dada por:

Ci ZYO-I-MIZ (10)

Os termos Yo € M sdo as constantes de parametrizacdo linear e representam

as médias A7. A sensibilidade foi considerada a mesma para os simulados e a matriz

bioldgica que possui 80 a 90 % de 4gua em sua composi¢ao.

4.4 LIMITE DE DETECCAO (LD)

Em um espectro de XRF pode-se observar uma linha aproximadamente
continua sob os picos caracteristicos dos elementos que compdem a amostra, chamada de
background, o tratamento desses espectros ¢ descrito no item 6.6. Este continuo ¢ devido a
deteccdo do espalhamento Compton do feixe incidente na amostra (MELQUIADES;
APPOLONI, 2007). Assim, a intensidade liquida de cada pico de interesse no espectro ¢ obtida
pela subtragdo da area do background da érea total na regido selecionada no espectro, dividido
pelo tempo de aquisicdo (MELQUIADES; APPOLONI, 2007).

Conforme descrito em detalhes por Curie (1968), o limite de deteccao (LD)

em XRF para amostras finas, pode ser calculado através da equagao:

_i [i(BG)
T p (11)
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Onde: LD; = limite de detec¢o para o analito (g cm™); Iisg) = intensidade (cps) do background
sob o pico do analito; S; = sensibilidade do analito (cps g' cm?); t = tempo de

excitagao/detecgao (s).

No caso de amostras semi-espessas e espessas deve ser levado em
considera¢dao o fator de absor¢ao, devido a interacdo dessas com os fotons de fluorescéncia.
Assim, o limite de deteccao pode ser dado pela equagdo:

LD, = |fwo)
oS4\t

(12)

onde: A; ¢ o fator de absor¢ao (adimensional).

Outra grandeza a ser considerada é o limite de quantificagdo (LQ), definido
como o valor minimo a partir do qual é possivel determinar, com acurdcia e precisdo, a

concentragdo do elemento na amostra. A equacdo para o limite de quantificagdo €, conforme

Currie (1968):

10 |15
LQ=— |709
0, sa\ (13)

O limite minimo de detec¢dao (LD) depende da sensibilidade e da radiacdo de
fundo “background” na regido da linha de interesse (BERTIN, 1975).

Para o caso da curva de sensibilidade elaborada através da intensidade liquida
das medidas relacionadas com a concentragdo de ferro, cobre ou zinco dos simulados, a
intensidade correspondente ao LLD ¢ dada pela equagdo 14.

O limite minimo de deteccao ¢ calculado inserindo o valor desta intensidade

na equagao de parametrizacdo da curva de sensibilidade.

F.
]LLDi = 3\/71

t (14)

Onde: I p; € a intensidade correspondente ao LD, F; € radiacao de background sob o pico do

analito e t ¢ o tempo de excitacdo/deteccao.
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A equacgdo 14 ¢ valida assumindo uma intensidade minima, para um nivel de
95% de confianca, para 2.0, das medidas da intensidade do background (1) abaixo do pico de
interesse, i.e., em termos de intensidade, assumindo um tempo de medida de background (Ty).

Freqilientemente sdo requeridas duas ou mais medidas em analises de XRF, portanto o desvio ¢

aumentado por um fator /2 , assim o LLD ¢ determinado pela relagio 14, pois (ROUSSEAU,
2001):

JI, 3AF 0

3.
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5 CALCULO DE ABSORCAO DE ENERGIA E TRANSFERENCIA DE ENERGIA.

Através dos célculos apresentados a seguir serd possivel calcular a dose de
radiagdo utilizada nas medidas in vivo. No item 5.1 os calculos sdo realizados para os valores
correspondentes a fonte de Pu-238.

Considerando uma parede espessa e paralela, e fétons mono energéticos;
primeiro determina-se a taxa a qual a energia ¢ absorvida na parede, determinando a descri¢ao
do campo do féton incidente (TURNER, 1995).

Assumindo que a parede ¢ estreita comparada com o livre caminho médio
dos fotons incidentes e secundarios, assim o espalhamento multiplo destes na parede ¢
desprezivel e virtualmente todos os fotons de fluorescéncia e de bremsstrahlung escapam da
parede (TURNER, 1995). Por outro lado, os elétrons secundérios produzidos pelos fotons sdo
parados na parede. Considerando as condi¢des descritas, acima, a intensidade transmitida ¢

determinada por:
— “HenX
I1=1 0 € (16)

onde 1., € o coeficiente de absor¢do de energia, e x € a espessura da parede. Para t, x << I
que € consistente com as suposi¢des descritas, pode-se escrever:

exp (-fen X)~ I-n x, obtendo-se a equagdo 17.

IO _]:IO'H’en’x (17)

A taxa a qual a energia é absorvida na parede correspondente a uma area A

(l,-0.A=1,pn,x.A (18)

Como a massa da parede nesta area ¢ pAx onde p ¢ a densidade da parede, a

taxa de absor¢ao de energia por unidade de massa, D, na parede ¢:

IO Hen'XA

:[ Me}’l
pdx " p

D = (18a)

A quantidade que D ¢, por defini¢do, a taxa de dose comum na parede (TURNER, 1995).
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5.1 FONTE DE RAIOS X — EXPOSICAO EM AR

Uma fonte com atividade C que emite um foton de energia E por
desintegracdo. A taxa de liberagdo de energia na forma de fétons de raios gama/X que
escapam da fonte ¢ C.E. Desconsiderando a atenuagdo no ar para uma pequena distancia fonte

— amostra, pode-se escrever para a taxa de fluxo de energia, ou intensidade, pela superficie de

uma esfera de raio r centrada sobre a fonte /o = CE / (4n ), ou para uma fonte irradiando em

180° 1o =CE / (2n r?). Para essa geometria foi obtida variagdes de 90° e 360° apresentadas

nas integrais a seguir:
77 2
2
[*sen0do | dp=2x (19)
Para fotons quase mono energéticos, segue a equagdo 18b. Assim a taxa de dose absorvida no

ar a distancia r da fonte é:

lLlen_ CE lLlen (18b)

D:[o == 2
p Qzri) p

onde: Uen/p € o coeficiente de absorcao de energia por unidade de massa.
Foi considerado o coeficiente de absor¢cdo de energia por unidade de massa
para as trés situacgoes (ar, tecido e dgua), o0 mesmo valor: 0,12 m’ /kg (TURNER, 1995).

238

A atividade da fonte de “"Pu ¢ atualmente de 92,5 mCi. A dose pode ser

escrita da seguinte forma:

2
{92 Sx107° Ci[3,7 x 10" CI}HU 2x10°%eV [1,6 x10 7" ;JHOM ’Z}
: ¢ £ ) sy s (20)

2

D:

2w r

Inserindo o valor da distancia fonte-amostra (r) na equagdo, como mostra a

figura 6:
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amostra

15 Omm
,25mm

Figura 6 - Geometria e dimensdes da fonte anelar de Pu-238.

Inserindo também a corre¢do de angulo so6lido na equacdo 18a, tem-se:

ILlen
p

b 2z
D=1,—dQ onde: szjsem] cosn dr I do 21)
@ 0

onde B e ® sdo dngulos obtidos dos valores médios da base anelar (figura 7), o valor de a. e 6,
que sdo angulos de variagdo maxima do espalhamento da radiagdo, podem ser obtidos

geometricamente (figura 8):

o >0

(a) (b)

Figura 7 - Obtencao dos angulos de a e 6 geometricamente.
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[ 28,65mm | |

Figura 8 - Obtengdo de P e ® geometricamente.

Obtendo a correcao de angulo s6lido dQ:

0,347 2n
dQ= J semm cosn dn J dp=0,842 (22)
0,251 0

Adequando a equagdo 20 da dose para a geometria descrita, obtém-se a equacao 23:

2
{92,5 X 103Ci[3,70 x 10" él}{n,z x 10%:1/[1,60 x 107" ”HOMO ’Z}
l ¢ 8) osa2 svst  (23)

2

D =

2n r

Obtendo-se a relagdo 24, para dose de radiagdo pela fonte anelar de Pu-238 em fun¢do do

tempo:

D=45x10" Sys™ (24)
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6 MATERIAIS E METODOS.

6.1 CALIBRACAO E SIMULADOS DE PELE E TECIDOS

Para construgdo da curva de calibragdo para quantificar in vivo os niveis de
Fe na pele dos camundongos portadores de T. cruzi foram preparadas diferentes
concentragdes do padrao mono elementar de Fe, variando as concentragdes desde agua pura,
destilada e deionizada, até 150 ppm de Fe a partir de solugdes estoque (Sigma-Aldrich-Fluka). O
sistema utilizado foi o PXRF-LFNA-01.

As amostras foram medidas usando um recipiente Chempex lacrado com filme

fino, com 5 a 10 mL de simulado, figura 9.

Figura 9 - No detalhe o detector (1), tubo de raios X (2) e o recipiente porta amostra (3).

Foi considerado um desvio de = 5 ppm para as concentragdes dos simulados
preparados.

Foram preparados mais 10 simulados: 5, 15, 35, 55, 75, 95, 115, 135, 145 ¢
155 ppm de solugdes aquosas dopadas com solugdo de sulfato de Fe (FeSO4,7H,0) com PM =
278,01 da LABSYNTH Ltda para avaliagdo da curva de calibragio.

Utilizando o sistema PXRF-LFNA-02, construiram-se as curvas de

calibragdo utilizadas na quantificacdo dos niveis de Fe, Cu e Zn em amostras organicas de
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ratos com implantes de T. Walker-256. Os simulados organicos foram preparados da mesma
forma que os simulados de Fe. Variando a concentracdo de 20 ppm até a maxima
concentragdo de 200 ppm para Fe, Cu e Zn.

Para avaliacdo das curvas de calibragdo foram preparados mais 3 simulados
multielementares de Fe, Cu e Zn:
S1 =35 ppm de Fe, 55 ppm de Cu e 175 ppm de Zn;
S2 =25 ppm de Zn, 45 ppm de Fe e 170 ppm de Cu e
S3 =30 ppm de Cu, 50 ppm de Zn e 165 ppm de Fe

6.2 SISTEMA PXRF-LFNA-01

O sistema utilizado para medidas in vivo foi o (PXRF-LFNA-01) composto
de um detector Si PIN-diodo resfriado termoeletricamente por efeito Peltier, com pré-
amplificador e janela de Be de 25 um (figura 9-b). A resolucao do detector € de 221 eV para a
linha de 5,9 keV do Mn (AMPTEK INC., 1998).

Para excitagdo da amostra foi utilizado uma fonte de Pu-238 (17,2 keV; 92.5
mCi; 86 anos). A eletronica do sistema ¢ composta de um analisador multicanal modelo
MCAS8000A, notebook ou palmtop para aquisi¢ao, armazenamento ¢ analise dos dados (figura
10-a).

A fonte e o detector foram montados em um suporte planejado e construido

para utilizagdo em campo, visto que todo o sistema ¢ portatil.

(b)

Figura 10 - Sistema portatil de excita¢do e detec¢do por PXRF (LFNA-01) vista geral em (a) ¢ detalhe
do detector, fonte anelar e porta amostra (b).
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Foram realizados varios testes e optou-se pela utilizacdo de um colimador de
Pb no detector que melhorou o limite de detec¢ao do sistema. Foram realizadas trés medidas

em cada camundongo e o tempo de aquisi¢do foi de 50 s para cada medida in vivo.

6.3 SISTEMA PXRF-LFNA-02

O sistema utilizado para medidas in natura foi o (PXRF-LFNA- 02) ¢
composto por um mini tubo de raios X com alvo de Ag, spot de 5 mm de diametro
aproximadamente ¢ 4 W de poténcia maxima (MOXTEK INC., 2003). Foi empregado um
detector de raios X tipo Si-PIN com pré-amplificador, resolucdo de 221 eV para a linha de 5,9
keV do Mn, janela de Be de 25 um (AMPTEK INC., 1998); fonte de alta tensdo com
amplificador, modelo PX2CR, analisador multicanal modelo MCA8000A, notebook para
aquisi¢cdo, armazenamento e analise dos dados. O tubo e o detector foram montados em um
suporte planejado e construido para utilizagdo em campo, visto que todo o sistema ¢ portatil.

A Figura 11 apresenta uma foto com detalhes do sistema.

(b)

Figura 11 - Sistema portatil de excita¢do e detec¢do por PXRF (LFNA-02) vista geral em (a) ¢ detalhe
da medida in natura em (b)

Foram realizados vérios testes e optou-se pela utilizagdo de um colimador de
Ag no detector, que melhorou o limite de deteccdao do sistema. As medidas foram realizadas

com 28 kV, 10 pA, em triplicata e com tempo de aquisi¢ao de 200 s.
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6.4 ANIMAIS INFECTADOS POR TRYPANOSOMA CRUZI

Foram utilizados camundongos Swiss e C57BL/6 machos de 8 a 12 semanas
de idade, obtidos Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual
de Londrina. Os camundongos foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Patolégicas da UEL em gaiolas coletivas, comportando 5 animais cada. Agua e racio foram
distribuidos “ad libitum”. Camundongos dos grupos experimentais e controles possuiam
aproximadamente a mesma idade.

Os animais foram infectados, por um protocolo padrio de infecg¢ao
(MALVEZI et al, 2004), por via intraperitoneal (ip), com 5000 formas tripomastigotas
sanguicolas de Trypanosoma cruzi (Cepa Y), obtidas por sangria retro-orbital ou pulsdao
cardiaca de camundongos Swiss inoculados semanalmente pela via intraperitoneal com 200.000

formas sanguicolas, usadas para a manutencao de 7. cruzi in vivo, figura 12.

()

Figura 12 - (a) Coleta de 0,5 a 1 mL de sangue contaminado com Trypanosoma cruzi. (b)
Procedimento de diluigdo do sangue contaminado. (c¢) Inoculagdo dos protozoarios em
camundongos sadios.
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A avaliag¢do da concentragdo de parasitas circulantes foi realizada através de
contagem em microscopio Optico, do nimero de parasitas presentes em 5Sul de sangue,
retirados da cauda dos camundongos. Os resultados foram expressos em numero de

parasitas/mL de sangue.

6.4.1 Analise Hematologica dos Animais Normais e Infectados por Trypanosoma Cruzi

Para a realizagdo da analise hematolégica, 1,0 mL de sangue heparinizado
de cada camundongo foi obtido através de puncao cardiaca.

Em todos os experimentos realizados para determinar os pardmetros
hematologicos dos animais infectados, consideramos como valores normais, aqueles obtidos
com camundongos Swiss e C57BL/6, ndo infectados mantidos nas mesmas condigdes dos

grupos experimentais (MALVEZI et al, 2004).

6.4.1.1 Contagem do nimero total de hemacias

A contagem de hemacias foi realizada manualmente nos camundongos
normais e infectados, nos dias 0, 7 e 14, pds-infec¢do. Amostras de sangue foram
cuidadosamente transferidas para tubos de ensaio e diluidas. A seguir, esta solu¢do era
homogeneizada e transferida para um hemocitometro de Neubauer (Hirschmann, Techcolor),
mantida por 10 minutos em camara Umida a temperatura ambiente antes do inicio da

contagem em microscopio (Olympus, CH30), aumento final de 400x (MALVEZI et al, 2004).

6.4.1.2 Determinacdo da concentragdo de hemoglobina (Hb): método da

cianometahemoglobina

A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método da

cianometahemoglobina, onde ocorreram as seguintes reagoes:
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1) Transformagdo do Ferro da hemoglobina em Ferricianeto, formando a
metahemoglobina que por sua vez, 2) combinou com o cianeto de potassio e produziu o
pigmento estavel, a cianometahemoglobina. A cianometahemoglobina pode entdo ser
quantificada pela absor¢do da luz em 540 nm, em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech,
modelo Ultrospec 2000), gentilmente cedido pela Dra. Marcia Furnaleto do Departamento de
Microbiologia do CCB da UEL.

A comparacdo da leitura do instrumento com a solu¢do de referéncia
(padrdo) permite calcular a hemoglobina (Hb), o que ¢ feito de forma mais conveniente com
uma curva padrdo ou uma tabela de conversdo. A concentracdo de Hb foi expressa em

gramas/dL.

6.4.1.3 Preparagdo das solugdes padrao

As amostras de sangue obtidas de um “pool” de camundongos Swiss e
C57BL/6 normais, foram centrifugadas a 2500 r.p.m. durante 5 minutos. Apds a
centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados. As heméacias foram ressuspensas e
lavadas (trés vezes) por centrifugacdo (5 minutos, 2500 r.p.m) em solugdo salina a 85%. Apos
a 3? centrifugacdo foi adicionado agua destilada e agitado vigorosamente por dois minutos
para completa lise das hemadcias. Em seguida adicionou-se cloroformio e agitado
vigorosamente por 2 minutos e centrifugado a 3000 r.p.m. por 15 minutos e removido o
sobrenadante (hemolizado) com pipeta de Pasteur. As amostras foram armazenado a —20 C°
até o momento de uso.

Em seguida foram determinadas as concentragdes de hemoglobina das
diferentes amostras, em equipamento Cell-Dyn 1600 (Abbott) e confirmado no equipamento

Coulter T-890 (Coulter Eletronics).

6.4.1.4 Contagem total de leucocitos

As contagens totais dos leucécitos totais foram realizadas manualmente. As

amostras de sangue heparinizadas previamente homogeneizadas foram diluidas numa

propor¢ao de 1:20 no liquido de Turk (20 mL de 4cido acético glacial, 1 mL de azul de Cresil
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Brilhante e dgua destilada em q.s.p. (1000 mL). Esta solugcdo provocou a lise das células
anucleadas (hemacias).

A seguir, utilizou-se o seguinte procedimento: em tubos de ensaio 10 x 50
mm foram colocados 95 pL do liquido de Turk, 5 uL de sangue heparinizado seguido de
agitacdo vagarosa e deixado em repouso por 5 minutos. Apds mais um processo de
homogeneizacao realizou-se a contagem dos leucocitos em hemocitometro de Neubauer

utilizando 4 quadrantes laterais da camara e objetiva de 40x.

6.4.2 Descricao das Medidas IN Vivo

Para a realizagdo das medidas in vivo, os animais foram anestesiados
utilizando 30 mg / mL de pentabarbital (40-50 pL / animal) e fixados com fita adesiva num
suporte vertical. A figura 13 mostra o procedimento com um camundongo.

Foram realizadas trés medidas no abdoémen de cada camundongo desde o
dia zero até o 21° dia, cada medida teve duracdo de 50 s. Este protocolo experimental foi
realizado trés vezes, assim, os resultados apresentados sdo a média de trés animais medidos

trés vezes cada um, ou seja, 9 medidas.
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Figura 13 - (a) Camundongo sendo anestesiado com pentabarbital. (b) Os camundongos foram
fixados com fita adesiva em um suporte acrilico. (c) e (d) O local das medidas foi a pele
do abdémen.

6.5 ANIMAIS COM IMPLANTES DE T. WALKER-256

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar (180 - 200 g). As células
foram colhidas assepticamente em solucao salina tamponada em pH 7.4 (PBS), ap6s sete dias
de desenvolvimento da forma ascitica.

Para implantagdo no animal, as células do carcinoma foram injetadas
subcutaneamente (8x107 células por rato) no flanco direito. Essa quantidade é necessaria para
simular um progresso rapido (dias) para o estado terminal de um portador de cancer.

Ratos controles receberam solucdo salina e ratos do grupo experimental,
receberam diariamente celecoxibe (CL, 50 -100 mg / kg-dia) ou aminoguanidina (AG, 50 —

100 mg / kg-dia) pela via i.p, 24 h apds o inoculo.
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A aminoguanidina (AG) tem a capacidade de impedir a formagdo dos
produtos da glicacdo avangada. Ensaios clinicos realizados mostram que a aminoguanidina
permite aumentar a densidade do colagénio nas paredes das artérias, reduzindo o colesterol
LDL. Nos animais, melhora a longevidade e as taxas de sobrevida (WENGER et al, 2002 e
BACKHUS et al, 20006).

A celecoxibe (CL) ¢ um medicamento da classe dos antiinflamatérios nao
esteroides, os quais apresentam a vantagem de serem eficazes no alivio sintomatico da dor e
da inflamagdo associadas a doengas artriticas. Além de possuirem um perfil de seguranca
gastrintestinal superior ao dos farmacos tradicionais, em func¢ao da inibicao seletiva da enzima
cicloxigenase-2 (WENGER et al, 2002 e BACKHUS et al, 2006).

Os animais foram distribuidos em grupos: Controles (sem tumor) + solucao
salina tamponada inerte (PBS), Controles (sem tumor + CL), Controles (sem tumor) + AG,
TW-256 + PBS, TW-256 + CL e TW-256+AG. No 12° dia pés-inoculagdo do TW-256, os
tumores € o musculo gastrocnémio contralateral a implantagdo do tumor foram removidos e
tiveram suas massas medidas, o figado também foi removido, figuras 14-a e 14-b
respectivamente. Apds esse procedimento as amostram foram mantidas em temperaturas

inferiores a -10 °C.

Figura 14 - (a) Remogao do tumor do musculo gastrocnémio contralateral. (b) Remogdo da porgéo
total do figado.

A perda na massa corpdrea (PMC) dos animais caquéticos foi calculada

utilizando-se a formula:

(m" —m’) +(mt+ gmo)

PMC(%) = (24)

m’ +gmc
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Onde: m® = massa corpérea inicial do rato inoculado com o tumor; m™ =

massa corpodrea final do rato inoculado com o tumor; mt = massa do tumor; gmc = ganho de
massa do rato controle.

O estresse oxidativo no musculo gastrocnémio foi avaliado por
quimiluminescéncia (QL) estimulada por tert-butil ¢ por meio da quantificacdo das defesas
antioxidantes soliveis por capacidade antioxidante total (TRAP). Os resultados foram
apresentados como média (M) + desvio padrao (DP) e os valores controle (VC) de referéncia,

correspondentes ao grupo de controle.

6.5.1 Descri¢ao das Medidas in natura

No 12° dia pds-inoculagio do TW-256, os tumores e o musculo
gastrocnémio contralateral a implantacdo do tumor e o figado dos animais foram removidos.
Estas amostras foram guardas em temperaturas inferiores a -10 °C até que fossem realizadas
as medidas e o descarte do material biologico foi realizado seguindo os protocolos do
Departamento de Patologia da UEL.

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e medidas.
Cada valor apresentado nos resultados representa a média das medidas de tecidos de trés
animais. Cada tecido foi medido trés vezes, ou seja, cada resultado ¢ a média de 9 medidas,
variando sua posi¢ao na membrana suporte, cada medida teve duracao de 200 s. Na figura 15

o exemplo do procedimento para uma amostra de figado.

\
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Figura 15 - Medida in natura da porgao total do figado de um rato com implante de TW-256.
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6.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS ESPECTROS

A analise dos espectros de energia dos raios X ¢ bastante complexa, uma
vez que na regido de uma determinada linha caracteristica K pode ocorrer a contribuicao dos
raios X das linhas L de elementos mais pesados. Também pode ocorrer superposicao de picos
K, do elemento adjacente, de nimero atdmico menor. Desta forma € necessario um aplicativo
que realize a desconvolucao de todos os possiveis picos das véarias linhas de raios X existentes
no espectro. Foram utilizados dois softwares para a analise, o PMCA da AMPTEK inc e o
WinQxas da IAEA.

O Software PMCA "multichannel analyzer pocket mca" versao 2.0.1,
permite aquisicao de dados e andlises de espectros. Este software possui a opcao de selecio da
regido de interesse (ROI), calibragdo de energia (inserida pelo usuario de fontes externas),
procura de picos, informagdo sobre picos (livraria), espectros multiplos, e operacdes
matematicas com os espectros.

O Software de PMCA adquire e exibe todos os dados transmitidos pelo
MCAB8000A (analisador multicanal com 16K canais): dados espectrais, tempo real e tempo
"vivo" e pardmetros de funcionamento, inclusive o estado da bateria se estiver sendo usada.
Entre as ferramentas primarias do Software PMCA, existe uma rotina de procura de pico
semi-automatica que marca os cumes identificados com os ROIs inseridos pelo usuério.
Célculos com os picos sdo automaticos FWHM "Full Width - Half Maximum" e exibidos em
canais ou unidades de calibragdo definidas pelo usuério.

A versao do Windows do Software PMCA inclui uma biblioteca isotopica e
listas de linhas de emissdo de raios X. As informagdes sobre o pico sdo mostradas no painel e
automaticamente ¢ sugerido o is6topo ou linha de raio X mais préximo ao pico. Podem ser
exibidos multiplos espectros simultaneamente e podem ser executadas operacdes matematicas
nos espectros. (AMPTEK, 2004).

Depois de concluido o ajuste do espectro esse programa fornece
informagdes descrevendo, entre outras informacdes, a area total e a drea liquida do espectro,
figura 16.

Este software apresenta uma desvantagem comparado ao programa
WinQxas "Quantitative X-Ray Analysis System" (versao Windows), pois nao realiza o ajuste

interativo até estabelecer um espectro com os picos desconvolucionados, levando em conta a
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superposi¢dao de linhas. Esta rotina ¢ capaz de ajustar o espectro de forma que a diferenca
entre as intensidades calculadas e experimentais seja minima.

WinQxas (v.1.23) é uma versdo adaptada para Windows do software QXAS
(ambiente DOS). Este software foi desenvolvido na Universidade da Antuérpia, Bélgica,
denominado AXIL (Analysis of X-Ray Spectra by Interative Least Squares Fitting). Apds a
obten¢do dos espectros de raios X esses passam por um ajuste matematico para se obter as
areas liquidas sob os picos. Este software possui os mesmos recursos descritos no item
anterior relacionado ao software PMCA, acrescido da rotina responsavel pelas operagdes
matematicas de desconvolugao dos picos no espectro.

Para utilizar esse software ¢ necessario criar um modelo (arquivo .MOD),
ou seja, fornecer ao programa os elementos que estdo presentes em uma amostra conhecida,
as condicdes de excitacdo que foram utilizadas, as caracteristicas do detector, calibracdo do
detector (relagdo entre a energia e o nimero de canais) € o tipo de espectro continuo mais
adequado.

Feito isso, o software realiza o ajuste interativo dos demais espectros
utilizando o espectro de calibragdo como modelo, até estabelecer um espectro tedrico, onde a
soma dos quadrados da diferenca entre as intensidades calculadas e experimentais seja
minima (quantidade denominada qui-quadrado e representada por y?).

Depois de concluido o ajuste espectral, o programa fornece um relatério
contendo as informagdes referentes a energia, area liquida dos picos, desvio padrao e valor do
y?, para cada linha espectral dos elementos analisados. A figura 17-a mostra uma visdo geral
do funcionamento do software Wingxas, a figura 17-b mostra alguns pardmetros da analise

feita pelo software.
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Figura 16 - Tela do software PMCA para Windows.
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Figura 17 - (a) Tela do software WinQxas versdo 1.23. (b) Janela com parametros da analise realizada
pelo software WinQxas versdo 1.23.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO.

7.1 CURVA DE CALIBRACAO E LIMITE DE DETECGAO (LLD) PARA MEDIDAS IN VIvo

Na Figura 18 esta a curva de calibragdo da linha K do Fe para as varias

concentragdes utilizando o aparato PXRF-LFNA-01, os desvios médios ficaram abaixo de 15%.
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Figura 18 - Curva de calibragdo do Fe para medidas de 50 s, com 95% de confiabilidade.

O coeficiente de determina¢do da curva de calibracdo do ferro foi de 0,99. A
tabela 3 apresenta os resultados dos valores medidos em comparagdo com valores titulados
para os simulados teste feitos de solucdo de sulfato de Fe (FeSO,7H,0) para avaliacao da

curva de calibracao.
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Tabela 3 - Concentragdes preparada (CP) e medidas (CM) para medidas de 50 s, resultados

para avaliag¢do da curva de calibragdao, com 95% de confiabilidade.

CP
5+5 15+5 35+5 55+5 75+5 95+5 115+£5 135+£5 145+5 155+5
(ppm de Fe)
CM
- 14+6 33+2 55+1 76 +2 96+ 4 115+£3 134+£3 147+6 159+4
(ppm de Fe)

Todas as medidas dos simulados apresentadas na tabela 3 estdo

estaticamente compreendidas dentro dos desvios com excecao da medida de 5 ppm que esta

abaixo do limite de deteccdo e ndo pode ser quantificada.

figura 19.

A variacdo do LLD em fung¢do do tempo de medida pode ser visualizada na

Medidas nos simulados de pele forneceram um limite minimo de detecg¢dao (LLD)

de 13 ppm para o ferro, usando-se periodos de medida de 50 segundos e dose na superficie da

pele de 3 mSv, para medidas realizadas em triplicata, resultando em uma dose total menor que

10 mSv.

Figura 19
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- Variagdo do LLD em fungdo do tempo de medida, com 95% de confiabilidade.
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A curva bifasica do LLD em fung¢dao do tempo de medida revela a
dependéncia da medida realizada com o aparato experimental descrito no item 6.2 e a
radiag¢do de background. Tempos de medida abaixo de 200 s geraram resultados com valores
baixos de radiacdo de background para a energia Ko do Fe. A equagdo 15 da pagina 31,
mostra a dependéncia da intensidade do LLD e a radiacdo de background. Estatisticamente a
medida com 50 s mostrou ser suficiente para determinar, com a precisdo necessaria, niveis de

Fe medidos in vivo.

7.2 CURVAS DE CALIBRACAO E LIMITES DE DETECGCAO (LLD) PARA MEDIDAS IN NATURA

Na Figura 20 estdo as curvas de calibragdo do Fe, Cu e Zn (linhas K) utilizando
o aparato PXRF-LFNA-02 obtidas a partir dos padrdes liquidos com diferentes concentracdes de

20 até 200 ppm. Os desvios médios ficaram abaixo de 12%.
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Figura 20 - Curva de calibragdo do Fe, Cu e Zn para medidas de 200 s, com 95% de confiabilidade.
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Os limites de deteccdo com o sistema PXRF-LFNA-02 com 95% de
confiabilidade foram: Fe (6 ppm), Cu (4 ppm) e Zn (3 ppm). Os coeficientes de determinagao
foram 0,99, 0,98 e 0,98 para Fe, Cu e Zn respectivamente.

A tabela 4 apresenta os resultados das medidas dos simulados testes

multielementares de Fe, Cu e Zn.

Tabela 4 - Concentragdes preparada (CP) e medidas (CM) para
medidas de 200 s, resultados para avaliacao das curvas
de calibragdo, com 95 de confiabilidade.

S1 S2 S3

Cp Fe (35+5) Zn (25+5) Cu (30 +5)
(ppm de Fe) Cu (55+5) Fe (45+5) Zn (50 +5)
Zn (175 £5) Cu (170 +5) Fe (165£5)
oM Fe(33+£7) Zn (20£5) Cu (32 +4)
Cu (58 £3) Fe (45 +6) Zn (49 +7)

(ppm de Fe)
Zn (174 £5) Cu (171 +£6) Fe (163 £3)

Os resultados da tabela 4 apresentam todos os valores compreendidos
dentro dos desvios estatisticos, mostrando um excelente ajuste da curva de

sensibilidade.

7.3 NivEIS DE FERRO NA PELE DE CAMUNDONGOS SWISS E C57BL/6 INFECTADOS COM O

TRYPANOSOMA CRUZI MEDIDOS POR XRF IN ViIvo

Com a finalidade de verificar o curso da infec¢do por 7. cruzi em
camundongos Swiss susceptiveis e C57BL/6 resistentes em grupos de 10 a 12 animais, foram
infectados com 5000 formas tripomastigotas sanguicolas de 7. cruzi (Cepa Y). Os resultados
das figuras 21 e 22 apresentam 95% de confiabilidade.

A infeccdo de camundongos Swiss foi caracterizada por uma alta

parasitemia (Figura 21-a) e alta mortalidade (Figura 23).
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Os camundongos C57BL/6 apresentaram alta parasitemia acompanhada de
uma rapida diminuicdo no 11° dia (Figura 22-a) e uma sobrevida em relacdo aos
camundongos Swiss (Figura 23).

Foi possivel através das medidas por XRF in vivo, realizadas na pele de
camundongos normais e infectados, até o 21° dia pés-infec¢ao, mostrar que durante o curso da
infeccao ha um aumento significativo na concentragdo de Fe na pele dos camundongos Swiss
(suscetiveis) infectados, tendo um maximo no 9° dia. Foi observada uma resposta oposta nos
camundongos C57BL/6 (resistentes), que apresentam um decréscimo na concentragdo de Fe
apods o 9° dia.

A parasitemia dos camundongos foi acompanhada diariamente até a morte
dos animais. Com rela¢do ao periodo pré-patente, isto ¢, o tempo entre a inoculagdo dos
animais e a positividade da parasitemia, foi de 5 dias Swiss e C57BL/6 (Figuras 21-a e 22-a).

Através das medidas in vivo por XRF foi possivel afirmar a positividade da
infeccao pela diferenca nos niveis de ferro na pele dos animais infectados Swiss e C57BL/6
no 3° e 10° dia respectivamente (Figuras 21-b e 22-b). Para os Swiss esse resultado precedia o
da parasitemia e as medidas de XRF foram utilizadas como teste de positividade da infecgao.

Apbds o 9° dia, ambas as espécies de camundongos apresentaram uma
diminui¢do da parasitemia simultaneamente. No mesmo periodo foi verificada a diminuigao
dos niveis de Fe na pele medidos por XRF nos camundongos C57BL/6 e um aumento nos
niveis de Fe nos camundongos Swiss.

A correlagdo entre os niveis de Fe na pele e a quantidade de parasita no
sangue durante esse periodo ¢ apresentada nas figuras 21-c e 22-c.

Para ambos os animais, antes do 9° dia, ndo existe correlacao entre niveis de
Fe ¢ parasitemia (R? < 5), pois o crescimento do numero de parasitas ¢ mais rapido que o
aumento do Fe na pele, devido a velocidade biocinética do Fe para a pele.

O coeficiente de determinacao entre niveis de Fe medidos por XRF e
parasitemia para o intervalo do 9° ao 21° dia foi de 0,99 e 0,98 para Swiss e C57BL/6
respectivamente. Esse resultado mostra a capacidade da XRF em medir Fe in vivo e a
possibilidade de um achado bioldgico ao poder utilizar esse resultado para explicar o papel do
Fe no metabolismo do 7. cruzi.

O metabolismo dos animais Swiss apresenta um aumento na quantidade de
Fe na pele no periodo de maior parasitemia. Os C57BL/6 apresentam um estado de inducdo

anémica no periodo de maior parasitemia e conseqiientemente uma reducdo drastica na
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parasitemia. Essa descoberta motivou um estudo sobre o papel do elemento Fe na infeccao

com 7. cruzi.
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Figura 21 - (a) Curva de parasitemia dos camundongos Swiss. (b) Medidas de XRF in vivo realizadas
na pele de camundongos normais e infectados, até o 21° dia pos-infecgdo. (c) Correlagdo
entre concentragdo de Fe na pele medida in vivo e a parasitemia na fase anémica (apos 9
dias) dos camundongos Swiss.
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Figura 22 - (a) Curva de parasitemia dos camundongos C57BL/6. (b) Medidas de
XRF in vivo realizadas na pele de camundongos normais e infectados,
até o 21° dia pos-infecgdo. (¢) Correlacdo entre concentragao de Fe na
pele medida in vivo e a parasitemia na fase anémica (apos 9 dias) dos
camundongos C57BL/6.

A infeccdo experimental mostrou comportamento antagdnico nos
metabolismos das duas espécies com relagdo ao elemento Fe. Enquanto os Swiss apresentam
um aumento da quantidade de Fe elevando sua parasitemia e esta se manteve elevada, o que é
um dos fatores que ocasionaram uma menor sobrevida, os C57BL/6 apresentaram um
decréscimo nas quantidades disponiveis de ferro na pele, simultancamente houve uma
diminui¢do drastica em sua parasitemia. O reflexo desse comportamento pode ser um dos

motivos para a sobrevida dos C57BL/6 apresentado na figura 23.
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Figura 23 - Taxa de mortalidade dos camundongos Swiss e C57BL/6 infectados.
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Foi possivel através da XRF determinar a diferenca entre os camundongos

normais (controle) com relacdo a quantidade de ferro presente em suas peles, os Swiss

apresentam um nivel médio de 44 + 2 ppm de Fe, enquanto os C57BL/6 apresentam um valor

médio de 80 = 3 ppm de Fe. Esses animais estiveram sobre as mesmas condi¢des dos

infectados e ndo apresentaram alteracao significativa nos niveis de ferro (Figura 24).
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Figura 24 - Concentragdo de Fe medida por XRF in vivo nos animais normais.



61

A figura 25 mostra as alteragdes dos niveis de ferro medidos por XRF in
vivo nos animais infectados. Enquanto os C57BL/6 mantém os niveis de ferro constantes até o
9° dia, levando em consideragdo os desvios, seguida de uma brusca diminui¢do destes. Os
Swiss apresentam um comportamento bifasico em relagao ao 9° dia, primeiro um aumento dos

niveis de ferro e ap6s o 9° dia uma diminui¢do gradativa até sua morte.
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Figura 25 - Concentragdo de Fe medida por XRF in vivo nos animais infectados.

Uma redug¢do semelhante a observada nos camundongos C57BL/6 foi
estudada por Arantes et al. (2007) que demonstrou os efeitos da droga quelante deferoxamina
(DFO), também utilizada como quelante de ferro no tratamento de portadores de Beta
Talassemia (ESTEVAM; APPOLONI, 2009), em camundongos Swiss portadores de 7. cruzi.
Os animais induzidos a anemia pelo DFO apresentaram maior sobrevida, demonstrando a
correlacdo entre a quantidade de Fe disponivel e a quantidade de parasitas no organismo.

Na figura 25 foi demonstrado o comportamento metabdlico apresentado
pelos camundongos CS57BL/6 em comparacdo com os da espécie Swiss, os C57BL/6
apresentam sem administragdo de quelantes um estado anémico aumentando sua resisténcia
ao T. cruzi.

Em outro estudo Francisco et al, (2008) mostrou que a combinagdo do

medicamento benznidazole (medicamento padrdo no tratamento da doenga de Chagas) junto
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com o tratamento com DFO aumentou a sobrevida de animais suceptiveis a infec¢ao por 7.
cruzi. Verificou uma queda da parasitemia em 98% em relacdo ao grupo infectado sem
tratamento.

Em adi¢do, o estudo de Lalonde e Holbein (1984) demonstrou in vitro que
o T. cruzi utiliza—se do Fe para o seu crescimento em meios de cultura. Assim os resultados
mostram que os efeitos dos tratamentos in vivo, citados anteriormente, correlacionam-se com
as exigéncias do parasito in vitro.

Com relagdo ao 7. cruzi o resultado de sua evolugdo revela sua complexa
relacdo com o sangue dos mamiferos e conseqiientemente com o elemento ferro. No intestino
do inseto a digestdo do sangue gera radicais livres, pois este € rico em hemoglobina que
contém ferro, um metal altamente suscetivel a oxidacao. Para se proteger de danos produzidos
por radicais livres o parasito tem um eficiente sistema de detoxificagdo através de enzimas
6xido redutoras (AGENCIA FIOCRUZ DE NOTICIAS, 2009).

A producdo ATP nos tripanossomatideos se da através da fosforilagdo
oxidativa. Além disso, toda a engrenagem enzimatica para um metabolismo oxidativo estd
presente na maioria das formas adaptativas do 7. cruzi (WILSON, 1999). Sabe-se também
que o T. cruzi possui receptores especificos para transferrina sérica, proteina de transporte

férrico no organismo. Mostrando uma adaptagdo evolutiva ligada ao elemento ferro.

7.4 ANALISE HEMATOLOGICA E NiVEIS DE FERRO NA PELE DE CAMUNDONGOS SWISS E

C57BL/6 INFECTADOS cOM O T. CRUZI

A andlise hematologica dos camundongos Swiss e C57BL/6 normais,
mantidos em biotério convencional, ndo revelou nenhum indicativo da presenga de anemia nos
animais de 8 a 12 semanas de idade. Os parametros hematoldgicos e os desvios fisiologicos
encontrados foram utilizados como valores de referéncias para a realizacdo de nossas
investigagoes.

Os camundongos Swiss infectados com o 7. cruzi apresentaram anemia em
relacdo aos animais controles (ndo infectados), resultado semelhante foi verificado para os
C57BL/6, as modificagdes nos indices hematologicos puderam ser detectadas a partir do 7° dia

p-1, (Figura 26).
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Figura 26 - Hematologia dos camundongos infectados.
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A hemoglobina ¢ uma metaloproteina que contém ferro presente nos
globulos vermelhos (eritrocitos) e que permite o transporte de oxigénio pelo sistema
circulatorio. Parece apropriado comparar os niveis de hemoglobina do exame hematologico
com os niveis de ferro medidos por XRF in vivo (Figura 27). Pode-se verificar que os
camundongos C57BL/6 apresentam uma maior queda na hemoglobina, comprovando mais
uma vez seu comportamento anémico.

Hematocrito ¢ a fracdo ocupada pelos globulos vermelhos ou hemadcias no
volume total de sangue. Sua variacdo segue o padrao da hemoglobina e dos eritrocitos (Figura
26). Os eritrocitos apresentam diminuigdo em ambas espécies de camundongos infectados, os
eritrocitos sdo os globulos vermelhos, constituidos basicamente por globulina e hemoglobina
sua fungdo ¢ transportar o oxigénio (principalmente) e o gas carbonico (em menor quantidade)
aos tecidos.

Estatiscamente houve alteragdo dos niveis de leucocitos apenas nos
camundongos C57BL/6 infectados. Os leucdcitos, também conhecidos por glébulos brancos,
sdo células produzidas na medula 6ssea e presentes no sangue, linfa, 6rgaos linféides e varios
tecidos conjuntivos.

Os neutroéfilos sao uma classe de células sanguineas leucocitarias, que fazem
parte do sistema imunitario do organismo dos mamiferos. Sua variagdo sO pode ser
estatiscamente observada nos camundongos Swiss. Neutréfilos sdo fagocitos capazes de

ingerir microrganismos ou particulas, uma maior quantidade desse constituinte do sistema
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imuni dos camundongos Swiss normais demostra a debilidade provocada pela infec¢ao nos

camundongos Swiss infectados.
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Figura 27 - Variagdo hematologica da hemoglobina e a variagdo dos niveis de Fe
medidos por XRF in vivo nos animais controle e infectados.

Como a hemoglobina ¢ uma metaloproteina que contém ferro sua variacao

sérica foi também medida na pele, mostrando um comportamento similar entre um exame

hematologico e a XRF in vivo.

7.5 CANCER E ALTERACOES NOS NiVEIS DE METAIS NO ORGANISMO

7.5.1 Testes Realizados com a Xrf em Analises de Neoplasias de Tumor Eqiiinas

Em um primeiro teste, para verificar a capacidade da XRF, recebemos uma

amostra de pulmao eqiiino extraida pelo Médico Veterinario Jayme Augusto Peres. A amostra

era constituida por partes normais e outras acometidas. As amostras foram mantidas em

solug¢do formalina tamponada (10%) e medidas in natura, posteriormente foram lavadas em
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agua corrente “over night”. Em seguida estas foram padronizadas com cortes aproximados de

4 mm de espessura.

As amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcoois;

diafanizadas com xilol (CsH4(CH3),); foram incluidas em parafina (temperatura da estufa:

62°C), para serem padronizadas em espessura ¢ superficie de corte em Micrétomo (LEICA

RM 2145) do Departamento de Fisiologia da UEL (Figura 28), a preparacao foi

supervisionada pela Professora Dra. Angela Maria Ferreira Falleiros do mesmo departamento.

(b)

Figura 28 - Em (a) a amostra padronizada no porta amostra, em (b) detalhe da padronizagio da

amostra antes dos cortes com microtomo.

O sistema utilizado nas medidas foi o (PXRF-LFNA-02) com condi¢des de

medida descritas no item 6.2. Os resultados estdo apresentados na figura 29.
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Figura 29 - Variagdo dos niveis de Ca, Fe, Ni, Cu e Zn medidos por XRF para tecidos de

pulméo eqiiino com neoplasias comparado com partes normais do mesmo
pulmaio.
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A variacdo entre as medidas in natura e as preparadas nao foram
estaticamente relevantes. Geraki et al, (2002) e Geraki et al, (2004) em analises de tumores
verificaram que a preparacdo das amostras por secagem ou homogeneiza¢do ndo melhora os
resultados, optando pela medida in natura.

Verificamos um aumento estatisticamente significativo para os metais Ca,
Fe, Ni, Cu e Zn nos tecidos de pulmao eqiiino com cancer em relagdo aos tecidos normais. Os
desvios ficaram abaixo de 12 % com 95 % de confiabilidade.

Através desses resultados verificamos ser possivel aplicar a técnica de XRF
em amostras de tumor nas condigdes descritas.

Semelhante resultado foi obtido por Geraki et al, (2002) utilizando a XRF
por radiacdo sincrotron para avaliar tecidos humanos acometidos com tumores, também
verificou o aumento dos niveis de Fe, Cu e Zn. O aumento mais acentuado ocorreu para os
elementos Cu e Zn, os autores comentam que o aparato precisa ser melhorado, pois testes de
reprodutibilidade ndo foram satisfatérios, além de citarem como relevante o estudo da
correlagdo entre concentracao ¢ localizacao dos elementos.

Farquharson et al, (2006) correlacionou a localizagdo e a concentragdao dos
elementos Fe, Cu, Zn e outros. Mapeando elementos traco utilizando micro-XRF por radia¢ao
sincontron em tecidos de mama humana acometidos por neoplasias. O estudo demonstrou
grande dificuldade em relacionar a maior concentracdo dos metais a localizacdo da maior
densidade de células tumorais. Concluindo ser necessdria uma técnica mais sensivel para tal
feito.

Os resultados de Geraki et al, (2002) avaliando os niveis de metais em
mastectomias estdo de acordo com os resultados apresentados na figura 28, apesar de serem
organismos diferentes.

O aumento nos niveis dos metais medidos possivelmente se deve ao
aumento da densidade dos vasos sanguineos no tecido circunvizinho ao tumor, causado pela
liberagdao de produtos quimicos mitogénicos do proprio tumor, processo conhecido com
ativacdo angiogénica.

Biologicamente os resultados de Geraki et al, (2002) ou Farquharson et al,
(2006) sao relacionados a ativacdo angiogénica, que explica a grande concentracdo de
elementos tracos em tecidos com neoplasias.

A aplicagdo da técnica de XRF em tecidos biologicos e suas implicagdes no

meio biomédico sdo relevantes, pois abrem uma grande gama de potenciais aplicagdes.
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Um dos objetivos desse trabalho foi verificar a sensibilidade da XRF in vivo
e in natura com os aparatos (PXRF-LFNA-01) e (PXRF-LFNA-02) para medidas em
amostras bioldgicas com tumores. Além disso, verificar a variagdo, € ndo apenas o aumento
devido a ativagdo angiogénica, dos elementos traco. Para isso acompanhamos o
desenvolvimento de grupos experimentais de ratos Wistar com implantes de T. Walker-256
que receberam drogas antiinflamatorias, descritas no item 6.5, e comparamos as medidas por

XRF com os resultados da caquexia e outros parametros biologicos.

7.5.2 Testes Realizados com a XRF in vivo na Pele de Ratos Wistar com Implantes de T.

Walker-256

Foram utilizados ratos Wistar albinos, descritos no item 6.5, para medidas in
vivo na pele no 12° dia pos-implante de T. Walker-256. O procedimento de medida foi
descrito no item 6.4.2.

Os animais foram divididos em 6 grupos:

G1: Controles (sem tumor + PBS);

G2. Controles (sem tumor + CL);

G3. Controles (sem tumor + AG);

G4. TW-256 + PBS;

G5. TW-256 + CL;

G6. TW-256 + AG.

Os resultados estdo apresentados na figura 30, os desvios nas medidas

ficaram em torno de 10%.
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Figura 30 - Varia¢do dos niveis de Fe, Cu e Zn medidos pro XRF in vivo para os grupos
experimentais de ratos Wistar, com 95% de confiabilidade.

Em comparagdo com os resultados da figura 29, para animais sem
tratamento os valores dos grupos Gl, G2 e G3 (grupos com TW-256 e sem tratamento)
apresentam as mesmas caracteristicas em comparagdo com os grupos G4, G5 e G6, ou seja,
um aumento dos elementos Fe e Cu. Porém a variagdo do elemento Zn ndo se comportou da
mesma forma. O grupo G5 que recebeu o tratamento com celecoxibe manteve
estatisticamente o nivel de Zn se comparado com grupos sem tratamento. Enquanto os grupos
G4 e G5 que receberam solucdo PBS e aminoguanidina respectivamente apresentaram um
decréscimo na quantidade de Zn.

O elemento Zn em particular esta relacionado ao funcionamento do sistema
imunoldgico. O zinco apresenta fungdes -cataliticas, estruturais e reguladoras, sendo
componente de varias enzimas. Os sintomas observados na deficiéncia deste elemento
incluem lesdes de pele, anorexia, retardo do crescimento, hipogonadismo e alteragdao na
fun¢do imune (SALGUEIRO et al, 2000; MCCALL et al, 2000)

No sistema imunoldgico o zinco desempenha papel fundamental, pelo fato
de as células do sistema imune apresentarem altas taxas de proliferagdo, e este mineral estar
envolvido na tradugdo, transporte e replicagdo do DNA (HAMBIDGE, 2003).

O zinco pode, ainda, afetar o processo de fagocitose dos macrofagos e
neutrofilos, interferindo na lise celular mediada por células natural killer e acgao citolitica das

células T. A influéncia direta do zinco no sistema imune acontece devido a este elemento
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estimular a atividade de enzimas envolvidas no processo de mitose, como a DNA e a RNA

polimerase (HAMBIDGE, 2003; SALGUEIRO et al, 2000)

7.5.3 Alteracdes nos Niveis de Metais Medidos Através da XRF no Organismo de Ratos

Wistar com Implantes de T. Walker-256 — Amostras Homogeneizadas

Os resultados apresentados sdo para amostras (musculo normal, tumor e
figado) homogeneizadas e diluidas em solugdo PBS na propor¢dao de massa 1:3, o
equipamento utilizado foi um homogeneizador de tecidos portatil (Haste Ultra 80-I).

Os grupos analisados foram: G1: Controles (sem tumor + PBS); G4. TW-
256 + PBS e G5. TW-256 + CL.

O desvio padrdao dos resultados variou de 2 % até 18 %. As figuras 31-a,
31-b e 31-c mostram os resultados para os elementos ferro, cobre e zinco respectivamente,

medidos no miisculo normal, figado e tumor.
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Figura 31 - Concentragdo de ferro (a), cobre (b) e zinco (c) medida em musculo normal,
figado e tumor por XRF em ratos Wistar.

Na figura 31 (a) o elemento ferro apresenta um decréscimo desse elemento
no figado dos animais com implantes de T. Walker-256 (G4 e G5), o menor valor ¢ para o
figado dos animais sem tratamento (G4). Foi observado um aumento desse elemento nos
musculos dos animais com implantes de T. Walker-256 (G4 e G5) em relagdao ao musculo dos
animais controles (G1). G4 apresentou uma maior concentracdo no tumor em relagao ao
grupo G5 tratado.

O elemento cobre apresentado na figura 31 (b) segue o padrao do ferro com
relacdo ao figado e ao musculo. Estatisticamente ndo ocorre alteracdo significativa na
quantidade desse elemento no tumor tratado e sem tratamento.

O elemento zinco apresentado na figura 31 (c) apresenta a maior
concentragdo no animal sem implante de T. Walker-256 e sem tratamento (G1). Ocorre uma

diminui¢ao com relagdo aos grupos tratados com AG (G4) e com CL (G5).
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O efeito de diferentes niveis de ingestao de zinco sobre o crescimento de um
tumor de Walker foi estudada pela primeira vez por McQuitty (1970), através da implantacao
intramuscular de T. Walker em ratos mantidos em laboratéorio com uma dieta sintética
deficiente em zinco. Os grupos que possuiam implantes de T. Walker e tiveram uma dieta rica
em zinco apresentaram sobrevivéncia maxima de 20 dias, o grupo que teve uma dieta sem
ingestdo de zinco apresentaram sobrevivéncia maior que 50 dias, quando o experimento foi
interrompido. Além da sobrevida observada nesse estudo, foi notada a reducdo das dimensdes

do tumor (Figura 32).
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Figura 32 - Didmetro médio do tumor versus dias pds implantagdo do
T.Walker-256 (MCQUITTY et al, 1970).

O grupo G5 tratado com celecoxibe apresentou o melhor resultando com
relacdo a diminui¢do de zinco, foi resolvido criar um sub grupo com administracdo de

quantidades diferentes da droga, 50 ¢ 100 mg / kg-dia. Os resultados sdo apresentados no item
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7.5.4 Alteracdes nos Niveis de Metais Medidos Através da XRF no Organismo de Ratos

Wistar com Implantes de T. Walker-256 — Amostras in natura.

Na figura 33 foi apresentado os resultados dos grupos G4, G5 ¢ G6 medidos
in natura no tumor, o grupo G5 apresentado com a variagdo em concentragao de celecoxibe

(celebra) em duas versodes 50 e 100 mg.
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Figura 33 - Variagdo dos niveis de Fe, Ni, Cu e Zn para os grupos
experimentais G4, G5 ¢ G6 medidos por XRF in natura.

O grupo G6 foi excluido do protocolo experimental por ndo apresentar
reducdo da caquexia. O elemento niquel nao foi quantificado, pois ndo apresentou variagao
significativa nos grupos experimentais. Através da figura 33 foi verificado que as maiores
alteracdes em relagdo ao grupo ndo tratado com implante de T. Walker—256 sdo apresentadas

pelo grupo G5 tratados com celecoxibe 50 e/ou 100 mg.
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O novo achado comparado com os primeiro resultados no estudo de zinco e
T. Walker da década de 70 mostram que o antiinflamatério com melhor resultado, sobre a
caquexia e sobrevida, quando tem sua quantidade de administragdo dobrada no organismo
este apresenta uma reducdo na quantidade de zinco. Confirmando resultados sobre a dieta
pobre em zinco ¢ a reduciao do tamanho do tumor e sua maior sobrevida.

O que ainda ndo se conhecia ¢ esse efeito do medicamento, além da
diminui¢do do estresse oxidativo, este medicamento reduz a quantidade de zinco no
organismo.

Muitas vezes um doente portador de cancer tem em sua dieta complementos
alimentares com quantidades significativas de zinco (FERNANDES; MAFRA, 2005), no

futuro poderemos demonstrar se essa dieta rica em zinco seria prejudicial ou ndo ao doente.
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8 CONCLUSOES

A geometria da fonte empregada reduz em 16 % a dose de radiacdo, como
mostram os resultados para as corre¢des de angulo solido. A dose de radiacao foi inferior a 10
mSv para uma medida de 50 segundos.

As medidas in vivo de 50 s apresentaram resultados compativeis com os
necessarios para a analise de pele dos grupos experimentais. O LLD das medidas de como um
tempo de 50 s foi 13 ppm de Fe, o ajuste linear da curva de sensibilidade apresentou
coeficiente de determinacao de 0,99.

Através da medida por XRF in vivo foi possivel demonstrar o
comportamento dos niveis de Fe durante o curso da infec¢do experimental com o 7. cruzi em
dois modelos animais um suscetivel e ou resistente.

A infec¢do experimental mostrou comportamento antagdnico nos
metabolismos das duas espécies com relagdo ao elemento Fe. Enquanto os Swiss apresentam
um aumento da quantidade de Fe elevando sua parasitemia e esta se manteve elevada, o que ¢
um dos fatores que ocasionaram uma menor sobrevida, os C57BL/6 apresentaram um
decréscimo nas quantidades disponiveis de ferro na pele, simultaneamente houve uma
diminuicdo drastica em sua parasitemia. O reflexo desse comportamento pode ser um dos
motivos para a sobrevida dos C57BL/6.

Nossos dados sugerem que ha uma relacdo direta entre o aumento de ions
ferro na pele e aumento da parasitemia e com a alta susceptibilidade da linhagem Swiss de
camundongo ao 7. cruzi.

De fato, camundongos C57BL/6 (resistentes a infec¢do) apresentam anemia
transitoria e sobrevivem ao inoculo de 5000 formas tripomastigotas de 7. cruzi, utilizado em
nossos ensaios (Lalonde e Holbein, 1984; Malvezi et al, 2004), esses animais apresentam
hipoferremia bifasica. A mortalidade desses animais aumentou em 23% quando receberam
solugdo de ferro-dextarm e a deplecdo de Ferro com o quelante desferrioxamina B ou através
de uma dieta pobre em Ferro, provocou a completa protecdo dos camundongos C57BL/6 ao
inoculo de T. cruzi.

Assim sendo, nossos resultados completam os achados de Lalonde e
Holbein (1984), mostrando que camundongos susceptiveis apresentam um aumento de Ferro
nos primeiros dias de infec¢@o e esse aumento pode explicar a alta letalidade observada apos a

infec¢do com 7. cruzi.
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Concluindo, nossos dados sugerem que a hiperferremia que ocorre na fase
aguda da infec¢do no camundongo susceptivel potencialmente aumenta a disponibilidade de
ferro para o 7. cruzi e colabora de maneira importante para a patogenicidade do 7. cruzi.

Sobre o inoculo de células de T. Walker-256, concluiu-se que ¢ possivel a
medida da variagdo nos niveis de metais através XRF. E possivel a avaliagdo dos niveis de
metais em camundongos portadores de tumor Walker-256.

Os resultados sugerem o envolvimento de alguns elementos trago nos
processos enzimaticos no desenvolvimento de tumores. Cu e Zn pertencem ao grupo dos
metais antioxidantes e agem nas fungdes enzimaticas.

Os processos fisioldgicos que levam ao acimulo desses metais nos tumores
podem estar relacionadas ao aumento celular e atividade enzimética do tecido afetado e pode
afetar também a composicao dos tecidos saudéaveis nas fronteiras dessas lesoes.

Em medidas testes verificamos um aumento estatisticamente significativo
para os metais Ca, Fe, Ni, Cu e Zn nos tecidos de pulmao eqiiino com cancer em relagao aos
tecidos normais. Os desvios ficaram abaixo de 12 % com 95 % de confiabilidade. Este
resultado sugere o envolvimento da ativacdo angiogénica, o aumento nos niveis dos metais
medidos possivelmente se deve ao aumento da densidade dos vasos sanguineos no tecido
circunvizinho ao tumor, causado pela liberacao de produtos quimicos mitogénicos do proprio
tumor.

Em medidas in vivo na pele de animais do grupo controle e com implantes
de T. Walker-256 concluiu-se que o grupo G5, que recebeu o tratamento com celecoxibe,
manteve estatisticamente o nivel de Zn se comparado com grupos sem tratamento. Enquanto
os grupos G4 e G5 que receberam solugdo PBS e aminoguanidina respectivamente
apresentaram um decréscimo na quantidade de Zn na pele.

Verificaram-se os efeitos de diferentes niveis de zinco sobre o crescimento
de um tumor de Walker, acrescentando informagdes ao tratamento de T. Walker com
antiinflamatérios e completando achados de McQuitty (1970).

Mostrou-se que o antiinflamatério com melhor resultado (CL) sobre a
caquexia e sobrevida quando tem sua quantidade de administragdo dobrada, no organismo das
cobaias, este apresenta uma reducao na quantidade de zinco. Confirmando resultados sobre a
dieta pobre em zinco e a reducdo do tamanho do tumor e sua maior sobrevida.

Soma-se ao efeito do medicamento celecoxibe, além da diminui¢do do

estresse oxidativo, este medicamento reduz a quantidade de zinco no organismo.
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Por fim julga-se que a dieta de portadores cobaias de cancer rica em zinco
deve ser estudada, no futuro poderemos demonstrar se essa dieta rica em zinco seria

prejudicial ou ndo ao doente.
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GLOSSARIO

Aminoguanidina (AG) - Antiinflamatorio com capacidade de impedir a formacdo dos
produtos da glicacdo avangada. Aumenta a densidade do colagénio nas paredes das artérias,

reduzir o colesterol LDL, melhorar o estado dos diabéticos e o funcionamento dos rins.

Animais ndo isogénicos - Animais que ndo possuem a mesma constituicao genética.

Apoptose celular ou necrose - Mecanismo de "auto-destruicdo celular" que ocorre de forma
ordenada e demanda energia para a sua execuc¢do. Ja a necrose nao demanda energia, pois ¢
um processo patologico.

Ativacdo angiogénica - No caso de angiogénese tumoral, estd associada a metastase do
carcinoma, um dos fendmenos produzidos por esta associagdo € o crescimento de uma nova

rede de vasos sanguineos, a qual ¢ denominada angiogénese tumoral.

ATP - Trifosfato de adenosina, adenosina trifosfato ou simplesmente ATP, ¢ um nucleotideo

responsavel pelo armazenamento de energia em suas ligagdes quimicas.

Benznidazol - O benznidazol ¢ o unico medicamento com acdo tripanocida empregado

clinicamente no Brasil, com eficicia comprovada em infecgdes recentes.

Camundongos C57BL/6 - Cepa de "background genético" de camundongos geneticamente
modificados para serem utilizados como modelos de doengas humanas. Eles sdo os
camundongos de laboratério mais amplamente utilizado, devido a disponibilidade de cepas

Congénicos, criagdo facil e robustez, fazendo os controles ideal

Camundongos Swiss suscetiveis a infec¢cao - Derivam de um grupo levados da Suica para o
Estados Unidos por Clara Lynch em 1926. Apresentam alta mortandade quando infectados

pelo T. cruzi.

Cardiomegalia - E o crescimento do tamanho do coracdo em propor¢des anormais. Esta
doenca pode ter surgimento com a hipertensdo arterial, doengas coronarianas, ¢ geralmente

esta ligada a doenca de chagas
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Celecoxibe diariamente (CL) - E um antiinflamatério ndo esterdide e analgésico pertencente
ao grupo de medicamentos denominados inibidores especificos da enzima ciclooxigenase 2

(COX-2). Inibidor das enzimas ciclooxigenase 1 e ciclooxigenase 2

Células natural killer - Sao um tipo de linfocito (globulos brancos do sangue), pertencentes ao
ramo inato do sistema imunoldgico. Tém um papel importante no combate a infecgdes virais e

células tumorais.

Citolitica - Destrui¢cao ou desagregacao celular

Diafanizadas com xilol - E a impregnacio de uma pega com um solvente de parafina. O mais

usado ¢ o xilol

Drogas antiinflamatorias - Grupo variado de firmacos que tém em comum a capacidade de

controlar a inflamacao, proporcionar analgesia e de combater a hipertermia

Estresse oxidativo - E uma condigdo bioldgica em que ocorre desequilibrio entre a produgao
de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicagdo através de sistemas biologicos que as

removam ou reparem os danos por elas causados.

Fase cronica da doenca - Geralmente uma doenga que tem uma duracdo menor que duas

semanas ¢ considerada aguda. Mais do que isso € cronica

Forma ascitica - O tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma soélida, sendo
transplantado em animais da mesma espécie. A forma ascitica ¢ aquela desenvolvida no

peritdnio de animais inoculados com células tumorais

Heparinizado - E a utilizacdo de um agente farmacologico anti-coagulante, para a manutengao
de uma via de acesso venoso em situagdes especiais
Linfonodos - Também conhecidos como ganglios linfaticos, sdo 6rgdos que consistem de

varios tipos de células e sdo parte do sistema linfatico
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Metéastases - E a formagao de uma nova lesao tumoral a partir de outra, mas sem continuidade
entre as duas. Isto implica que as células neoplasicas se desprendem do tumor primario,
caminhando através do intersticio - ganham assim uma via de disseminagdo - sendo levadas

para um local distante onde formam uma nova colonia neoplasica

Musculo gastrocnémio - O gastrocnémio € um musculo que fica na regido posterior da perna

abaixo dos joelhos e recobre outro misculo chamado Séleo

Pentabarbital - E um barbiturico sintético comumente empregado como sedativo, hipnotico e

antiespasmodico na forma de seus sais de sddio ou calcio

Pungdo cardiaca - E o ato de puncionando o ventriculo direito ou esquerdo com o animal

previamente anestesiado

Ratos Wistar albinos - Linhagem de ratos albinos desenvolvida no Instituto Wistar e que se
espalhou amplamente para outras institui¢des, apresenta alta taxa de reprodugdo e cicatrizacao

e grande adaptabilidade

Sérico - Sérico quer dizer relativo a soro, neste caso sangue

Trypanosoma cruzi - Protozoario flagelado, agente etiolégico da doenca de Chagas,
tripanossomiase americana ou esquizotripanose. A doenca foi descoberta em 1909 pelo

médico brasileiro Carlos Chagas

Cepa Y - Constituido por cepas com predominio de formas delgadas e macrofagotropismo na
fase inicial da infeccdo. Se multiplicam rapidamente, apresentando elevada parasitemia e

mortalidade dos camundongos.
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