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ESTEVAM, Marcelo. Avalia¢ao in vivo de Fe na pele humana e de camundongos swins
através da técnica de fluorescéncia de raios x. 2005.96 p. Dissertagdo (Mestrado em Fisica)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2005.

RESUMO

Recentes melhoramentos tecnoldgicos permitem que um método de XRF in vivo fornega
sensibilidade para diagnosticos ou monitorando em aplicagdes biomédicas. Em casos de
desordens sanguineas hereditarias como a 3 -Thalassaemia ou uma desordem genética como a
Haemochromatosis, hd uma alta concentragdo de elementos como Fe, Zn e Cu na pele e
orgdos internos, devido ao tratamento dessas anormalidades ou devido a propria deficiéncia
organica causada pela doenga. Os niveis de Fe relacionados com os pacientes portadores da 3
-Thalassaemia s3o determinados, no momento, medindo-se uma proteina da corrente
sanguinea, chamada ferritina. O monitoramento da proteina ¢ ineficaz em varias situagdes,
como quando o paciente sofre qualquer alteragdo no seu quadro clinico. Atualmente, as
principais formas de medir os niveis desses metais ¢ através da biopsia do figado, que ¢
invasiva e potencialmente perigosa, apresentando uma taxa de mortalidade de 0,1 %, e por
suscetibilidade magnética que emprega um supercondutor quintico, esta ¢ altamente cara e ha
apenas trés principais centros médicos no mundo que dispde desse equipamento. Este trabalho
investiga o uso de um detector SiPin-diodo e uma fonte de 238Pu (13 e 17 keV; 13 %; 95,2
mCi; 86 anos) para a medida de niveis de Fe na pele compativel com os niveis associados a
doenca P -Thalassaemia. Foram analisados espectros de XRF usando um grupo de programas
do AXIL - WinQXAS elaborados e disseminados pela IAEA. O coeficiente de determinagao
do modelo de calibragdo (curva de sensibilidade) foi de 0,97. Medidas em simulados de pele
que contém concentracdes de Fe de 15 a 150 partes por milhdes (ppm), indicam que se pode
medir Fe em niveis da ordem de 13 ppm, usando-se periodos de medida de 50 segundos e
dose na superficie da pele de menos de 10 mSv. A literatura informa niveis de Fe na pele de
15,0 a 60,0 ppm em pessoas normais e de 70 a 150 ppm em pacientes portadores da P -
Thalassaemia. Nao ha registro na literatura sobre niveis de Fe na pele de portadores de
Trypanosoma cruzi. Assim, a metodologia empregada permite a medida in vivo, na pele, da
concentragdo de Fe nos niveis desejados.

Palavras-chaves: XRF. In vivo. Pele. Fe.



ESTEVAM, Marcelo. In vivo evaluation of Fe in the skin human and skin mice swiss
through the technique of x rays fluorescence. 2005. 96 p. Dissertation (Master in Physics) —
Universidad Estadual de Londrina, Londrina, 2005.

ABSTRACT

Recent technological improvements allow the method of in vivo XRF to supply useful
sensibility for diagnostics or monitoring in biomedical applications. In cases of hereditary
sanguine disorders as the f -Thalassaemia or a genetic disorder like Haemochromatosis, there
is a high concentration of elements as Fe, Zn and Cu in the skin and internal organs, due to the
treatment of those abnormalities or due to the own dysfunction caused by the disease. The
levels of Fe related to the patient bearers of the P -Thalassaemia are determined, at the
moment, measuring a protein in the sanguine current, called ferritin. The monitoring of the
protein is ineffective in several situations, such as when the patient suffers any disturbance of
health. Nowadays, the main forms of measuring the levels of those metals through hepatic
storage are the biopsy of the liver, that is invasive and potentially dangerous, presenting a rate
of mortality of 0,1%, and through magnetic susceptibilities that employs a quantum
superconductor, which is highly expensive and there are only three main world medical
centers with this equipment. This work investigates the use of a Si PIN-diode detector and a
238Pu source (13 and 17keV; 13%; 95.2mCi; 86y) for the measurement of Fe skin levels
compatible with those associated to the disease f -Thalassaemia. XRF spectra were analyzed
using a set of AXIL-WinQXAS programs elaborated and disseminated by the IAEA. The
determination coefficient of the calibration model (sensitivity curve) was 0.97. Measurements
on skin phantoms containing concentrations of Fe in the range from 15 to 150 parts per
million (ppm), indicate that we are able to detect Fe at levels of the order of 13 ppm, using
monitoring periods of 50 seconds and skin entrance dose less than 10 mSv. The literature
reports skin Fe levels from 15.0 to 60.0 ppm in normal persons and from 70 to 150 ppm in
thalassaemics patients. So, the employed methodology allows the in vivo measurement of the
skin Fe concentration in wanted levels.

Key-words: XRF. In vivo. Skin. Fe.
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1 INTRODUCAO

As circunstancias tecnoldgicas atuais da EDXRF permitem explorar uma
série de aplicagdes potenciais, envolvendo a medida de elementos pesados localizados em
tecidos superficiais da pele onde ha baixa sensibilidade a radiagdo por nao serem
vascularizados.

O emprego da Fluorescéncia de Raios X (XRF) in vivo, realizada neste
trabalho, mostrou que esta pode ter sensibilidade para diagndsticos ou monitoramento em
aplicagdes biomédicas mas, também, mostrou estar sujeito a diversos fatores que podem
influenciar o sucesso de sua aplicagdo, como quantidade, nlimero atémico e niveis de
profundidade dos elementos de interesse, energia do raio incidente, dose de radiagdo, tempo
de media, entre outros.

Existe uma alta correlagdo entre niveis de ferro na pele e niveis de ferro no
figado de camundongo. Segundo Porter (1996) a concentragdo de ferro in vivo pode ser usada
como um indicador relacionado a desordens organicas. Um estudo em camundongos sugere
que a pele possa agir como um marcador util. O resultado em camundongos ¢ significante
porque a porcentagem de absorc¢ao de ferro diaria em um camundongo ¢ 0,38 considerando
que em humanos ¢ de 0,03.

Acredita-se que a sobrecarga férrea do organismo ¢é proporcional a

concentragdo de ferro na pele. (OLIVIERI e BRITTENHAM, 1997).

1.1 B THALASSAEMIA E HAEMOCHROMATOSIS

Uma aplicagdo potencial da Fluorescéncia de Raios X envolve o
monitoramento da eficacia do tratamento de quelacdo de Fe, uma terapia que controla a
tendéncia ao acumulo de ferro no organismo como resultado do tratamento da desordem
hereditaria do sangue chamada B-Thalassaemia. J& a Haemochromatosis ¢ uma doenca
genética caracterizada pela alta absor¢ao de ferro nas ultimas por¢des do aparelho digestivo,
sendo sua patologia semelhante a causada pelo tratamento da f-Thalassaemia. (ADAMS et al,

1991).
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O portador da B-Thalassaemia apresenta uma anemia por falta ou ma
formagdo da hemoglobina que esta no interior dos glébulos vermelhos. O tratamento da [3-
Thalassaemia ¢ feito retirando-se o sangue do paciente (flebotomia) e transfundindo globulos
vermelhos sadios para o mesmo. Nesse processo cada ImL de glébulos vermelhos
transfundido contém cerca de 1 mg de Fe. (THALASSAEMIA INTERNATIONAL
FEDERATION, 2005). Este ferro nao pode ser retirado do sangue porque faz parte da
hemoglobina, de que o corpo necessita. Por sua propria natureza, o corpo s6 pode eliminar
uma pequena quantidade de ferro, portanto, se a pessoa faz transfusdes regularmente, o ferro
gradualmente se acumula no corpo. Ele se acumula em certos 6rgdos, especialmente no
figado, coragdo e glandulas endocrinas.

O ferro comporta-se como um corpo estranho e depois de algum tempo
causa prejuizo aos 6rgaos onde estd depositado. Ha drogas que podem retirar o excesso ferro
do corpo, chamadas quelantes, eliminado-o através da urina e das fezes. No momento a Uinica
droga usada, regularmente, ¢ a deferoxamina, também chamada Desferal. Se o doente usa
Desferal regularmente, ela pode manter a quantidade de ferro no seu corpo a um nivel seguro
10 até 20 ng/mL. (THALASSAEMIA INTERNATIONAL FEDERATION, 2005).

O portador da Haemochromatosis apresenta o mesmo quadro clinico
descrito para o portador de B-Thalassaemia quando realiza o tratamento de transfusdo de
globulos vermelhos, ou seja, sobrecarga de ferro. A diferenca ¢ a origem dessa sobrecarga,
para o portador de B-Thalassaemia ¢ através do tratamento de transfusdo e para o portador de
Haemochromatosis ¢ devido a elevada absorg¢ao de ferro pelo sistema digestivo.

Para verificar a eficiéncia do processo de quelagdo do ferro, tanto no
portador de B-Thalassaemia quanto no de Haemochromatosis, € retirado sangue do paciente e
¢ determinada a quantidade de ferro no organismo através de uma proteina do sangue
chamada ferritina. Esse procedimento, além de ser invasivo, apresenta um sério problema: o
nivel de ferritina ¢ muito sensivel a qualquer alteracdo do quadro clinico do paciente, uma
simples virose, por exemplo, ¢ capaz de alterar significativamente os niveis de ferritina no
sangue. (THALASSAEMIA INTERNATINOL FEDERATION, 2005).

As principais formas alternativas de medida dos niveis de ferro nos
portadores de B -Thalassaemia ¢ Haemochromatosis sao através da bidpsia do figado, que ¢
invasiva e perigosa, apresentando uma taxa de mortalidade de 0,1%, e através de
susceptibilidade magnética que usa um supercondutor quantico, mas esse equipamento ¢
muito caro e hd apenas trés centros mundiais envolvidos com tal metodologia.

(FARQUHARSON e BRADLEY, 1999; ANGELUCCI et al, 1997).
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O portador da Haemochromatosis ou Thalassaemia ¢ assim porque recebeu
de pelo menos um de seus pais a mesma mutagdo em um gene especifico, um erro originado
ha muito tempo em um uUnico individuo na Europa. Esta mutagdo foi, entdo, carregada de
geracdo em geracao por seus descendentes. O ancestral comum, que viveu ha muito tempo, €
conhecido como fundador dessa populagao e seu legado genético ¢ chamado de mutacdo
fundadora.

O motivo pelo qual a Thalassaemia se espalhou foi causado pelas sucessivas
epidemias de maldria que infectava até ndo muitos anos atras as costas do mar Mediterraneo.
Os portadores dessa deficiéncia genética resistiam mais que as pessoas sadias a malaria; em
conseqiiéncia, a medida que, com o passar dos anos, sempre mais pessoas sadias morriam de
maldria, aumentava-se o numero de portadores de [ —Thalassaemia. (SCIENTIFIC
AMERICAN, 2005). O motivo pelo qual a Haemochromatosis se espalhou pelo mundo todo
¢ a alta resisténcia dos portadores dessa desordem a anemia. Portanto, os portadores de

Haemochromatosis possuem uma protecao contra anemia. (SCIENTIFIC AMERICAN,
2005).

b B

(a)

Figura 1 — (a) globulos vermelhos que apresentam deformagao devido a B-Thalassaemia comparados
com globulos vermelhos normais e (b) vista em profundidade dos globulos afetados.
Fonte: THALASSAEMIA INTERNATIONAL FEDERATION (2005).

Os sinais da anemia ficam aparentes na infancia onde as criancas afetadas
ficam palidas, tem problemas de sono, perda de apetite ¢ subdesenvolvimento fisico. A

anemia causa expansdo dos ossos, figado e baco.
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Figura 2 — Portador de f-Thalassaemia sem tratamento adequado.
Fonte: THALASSAEMIA INTERNATIONAL FEDERATION (2005).

1.2 DOENCA DE CHAGAS

Outra 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 variacdo ao metabolismo do protozodrio, ou
seja, se o protozoario utiliza o ferro do organismo do hospedeiro a seu favor e como ele utiliza
esse elemento.

Essa doenca causa, dentre outras alteracdes no quadro clinico do paciente,
uma severa anemia, contrario ao quadro patolégico relacionado com o tratamento da [ -
Thalassaemia e ao apresentado pelo portador da Haemochromatosis.

O protozoario causador da doenga de Chagas ¢ da classe dos flagelados,
essa doenca também ¢é conhecida como Tripanossomiase americana. E uma doenca de
evolucdo cronica, debilitante, caracterizada por cardiopatias e distiurbios digestivos incuraveis.
Est4 intimamente relacionada as mas condi¢des das moradias, pois as mesmas favorecem a
nidificacdo dos insetos vetores conhecidos vulgarmente como “barbeiros”. Cerca de 18
milhdes de pessoas estdo infectadas na América Latina, sendo que o niimero de casos no
Brasil chega a 8 milhdes, ocorrendo principalmente nas regides Nordeste, Sudeste e Sul.

(RASSI et al, 1996).
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Figura 3 — Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.
Fonte: INSTITUTO PASTEUR (2005).

O homem se infecta quando o barbeiro (triatomineos dos géneros Triatoma
infestans, Panstrongylus sp e Rhodnius sp) elimina as formas tripomastigotas metaciclicos do
Trypanosoma cruzi em suas fezes, durante ou logo apos 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 divisdo binaria 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 cé€lula hospedeira e
disseminam-se para o restante do organismo pela circulacdo sangiiinea. Quando chegam ao
coragdo, esofago ou colon, principais 6rgdos atingidos, penetram nas fibrilas musculares
desses orgdos e repetem o ciclo intracelular. Os tripomastigotas podem, ainda, ser fagocitados
por macrofagos nos orgdos do sistema fagocitario mononuclear (figado, baco, linfonodos,
medula 0ssea), 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 ¢ se reproduzem por divisdo binaria no tubo digestivo do
inseto, voltando a forma tripomastigota quando chegam a porcao terminal do intestino do
barbeiro. Estas novas formas tripomastigotas, altamente moveis, delgadas e infectantes, sdo as
formas metaciclicas eliminadas nas fezes do vetor. (COURA e CASTRO, 2002).

A doencga apresenta duas fases, uma aguda, correspondente a infeccdo e

disseminagdo do protozoario no organismo, € uma cronica, relacionada a reprodugdo
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sist€émica do parasito. Na fase aguda, apesar de freqiientemente assintomatica, o paciente pode
apresentar febre, poliadenite, mal-estar e inflamagao do ponto de inoculagdo do protozoario,
denominado ‘“chagoma”. Se o chagoma ocorre na mucosa palpebral, hd edema de uma ou

ambas as palpebras, conhecido como Sinal de Romafia. (COURA e CASTRO, 2002).

ke

Figura 4 — Foto classica do Sinal de Romaiia.
Fonte: INSTITUTO PASTEUR (2005).

A fase cronica da doenca tem evolugdo de 15 anos ou mais e os sintomas
sao muitas vezes indeterminados. Entretanto, em cerca de 30% dos casos ha o
comprometimento do coracdo, especialmente a cardiomegalia (“coracdo de boi”) e nestes
casos o paciente pode apresentar arritmias cardiacas, insuficiéncia circulatoria, edemas dos
membros, cansaco, dispnéia ¢ morte subita por faléncia cardiaca. As alteragdes digestivas
ocorrem em torno de 10% dos casos e os pacientes podem apresentar dificuldades de
degluticao, digestdo ou defecagdo, conforme a porcdo do sistema digestorio afetada
(megaesdfago, megacdlon). (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 doenga. Os métodos de
imunodiagnostico, especialmente a imunofluorescéncia, ELISA e hemaglutinagdo, sdo
utilizados na fase cronica. Métodos complementares como o diagnostico por imagem também
podem ser utilizados.

O tratamento para a doenga ¢ apenas sintomatico e, infelizmente, ainda ndo
ha cura, pois as drogas disponiveis, como o benznidazol, t¢ém apenas atividade parcial sobre o

protozoario. (RASSI et al, 1996).
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1.3 FLUORESCENCIA DE RAIOS X

A fluorescéncia de raios X ¢ um método analitico baseado nas medidas de
energia ¢ 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 raios X emitidos por um tubo de raios X, ou acelerador Sincroton ou
fonte radioativa e raios gama que também sdo emitidos por uma fonte radioativa. Quando um
elemento da amostra ¢ excitado, este tende a ejetar os elétrons do interior dos niveis do atomo,
e como conseqiiéncia disto, elétrons dos niveis mais afastados realizam um salto quantico
para preencher a vacancia. 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 e bem definida,
permitindo a identificacdo dos elementos na amostra. A intensidade destes fotons ¢
diretamente proporcional a concentragdo do elemento na amostra. (RAO e CHATT, 1993).

A analise por fluorescéncia de raios X consiste em trés fases: excitacdo dos
elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X emitidos pela amostra ¢ detecgao
dos mesmos.

A excitagdo dos elementos pode ser realizada de varias maneiras: excitagdo
por elétrons, protons ou ions, particulas alfa, particulas beta, excitagdo por raios X ou gama
emitidos por radioisétopos, através de um tubo de raios X ou luz sincronton.

No espectro de raios X também estdo presentes espalhamentos elasticos e
inelasticos pela amostra. Na Figura 5, considera-se uma radia¢do incidente monoenergética
entrando na amostra normal a superficie e a radiacdo espalhada composta de espalhamento
elastico, espalhamento Compton e raios X caracteristicos, todos deixando a amostra também

normal a superficie. (BACON, et al 1999).
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ﬂx¢ i Clamada !:la amostra
1 ‘\na profundidade x

Fluxo elastico
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¥
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Figura 5 — Tipos de espalhamento envolvidos quando uma radiagdo monoenergética incide sobre a
amostra

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

(CESAREO, 1992):

3 N . 1 —u n — M. £AY
AN, =N, K (oa(Eo)(lJ c,p Ax e B gmr(Ea) (1)

\ a

onde:

? — nimero de fotons de fluorescéncia por unidade de 4rea e tempo

dos raios X do elemento a

j\"ﬂ' — fluxo incidente de fotons
K_ Fator geométrico
)

2 _ taxa fluorescente do elemento a na camada de interesse

(?_ I/]“) — Fator de

raios X na linha de interesse em relacao a intensidade total dos raios X

“branching ratio” que corresponde a intensidade dos
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. concentragdo do elemento a (% de peso)

H(E)

Para haver producdo de raios X caracteristicos ha necessidade de se retirar

— coeficiente de absor¢do de massa total da amostra para energia £

elétrons localizados nas camadas mais internas, e para isto a energia minima incidente deve
ser superior a energia de ligacao 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:

rF_x Z—Db
71

onde E ¢ a energia do raio X; K ¢ uma constante com valor de 13,65 eV; b ¢ a constante de
Moseley com os valores: 1 para a camada K ¢ 7,4 para a camada L; Z é o nimero atdmico 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 ntimero atémico do elemento, de
modo que a radiacao, por exemplo, a série K tem menor energia para os elementos mais leves,

conforme a figura 6.
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Figura 6 — Energia dos raios X em fun¢do do niumero atomico.
Fonte: KNOLL (2000).

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

depende da diferenca de energia do elétron nos niveis quanticos, ou seja:

E.=E, —E 3)

A

nf

onde E, € a energia do raio x caracteristico , E,; € E,rsdo as energias do elétron nos niveis
inicial e final, respectivamente.

Os métodos de dispersdo usados na maioria dos espectrometros de raios X
podem ser classificados em duas categorias: dispersdo por comprimento de onda e por
dispersdo de energia. (BUCHAM, 1974; CESAREO et al, 1992).

Na fluorescéncia de raios X por dispersdo 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 sao selecionados por um cristal analisador, de acordo com
seus comprimentos de onda, obedecendo a lei de Bragg da difragdo (VANDECASTEELE e
BLOCK, 1995; KAPLAN, 1963).
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nA=2dsen(6) (4)

onde n ¢ um numero inteiro, A ¢ o comprimento de onda considerado, d ¢ a distancia
interplanar do cristal e 6 ¢ o angulo de incidéncia e de emergéncia da radiacdo considerada. A

Figura 7 mostra um arranjo experimental para WDXRF.

Amostra

Tubo de Falosx ¥
ou fonte rachoativa

Fendas

b

i
Cristal /\ i Detector

Figura 7 — Representagdo esquematica da fluorescéncia de raios X com dispersao por comprimento de
onda.

Ja na fluorescéncia de raios X com dispersao de energia (EDXRF), o
detector recebe todas as linhas de raios X da amostra diretamente. Os raios X sdo
selecionados através de pulsos eletronicos produzidos em um detector apropriado, estes
pulsos sdo diretamente proporcionais as energias dos raios X. Sendo os detectores mais
usados sdo o de Si(Li), Ge(Li) ¢ GeHP. A Figura 8 mostra um arranjo experimental para
EDXREF.

Em equipamentos de fluorescéncia de raios X, que fazem uso da dispersao
de energia com detectores semicondutores, a Equagdo 3 ¢ fundamental para se entender a
proporcionalidade entre a energia (ou amplitude do pulso produzido no detector) e o elemento

a ser analisado. (CUNHA E SILVA, 2004).
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Amostra

Tubo de Ratosx X [I
ou fonte radicativa Detector

Figura 8 — Representacdo esquematica da fluorescéncia de raios X com dispersao de energia

A sensibilidade da XRF depende de muitos fatores, por exemplo: a energia
(espectro) e intensidade da radiacdo incidente, a geometria dos instrumentos utilizados
(angulo sdlido para excitacdo e detecgdo), a refletividade do cristal analisador (no caso de
WDXRF) e a eficiéncia do detector. (CUNHA E SILVA, 2004). O limite minimo de detecg@o
(LLD) depende da sensibilidade e da radiagdo de fundo “background” na regiao da linha de
interesse. (BERTIN, 1975). Entdo, para o caso da curva de sensibilidade elaborada através da
intensidade liquida das medidas relacionadas com a concentragdo de ferro dos simulados, a
intensidade correspondente ao LLD ¢ dada pela equagdo 5 e o limite minimo de deteccdo ¢
calculado inserindo o valor desta intensidade na equacdo de parametrizacdo da curva de

sensibilidade.

F

I = :
LID 7

P

Onde I p= intensidade correspondente ao LLD, F ¢ radiacdo de fundo

“background” na regido da linha de interesse e t € o tempo de excitacdo/deteccao.
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2 OBJETIVOS

Levantar o "estado da arte" da metodologia de Fluorescéncia de Raios X
(XRF) in vivo com aplicacdes biomédicas.

Compreender os processos organicos € biomédicos envolvidos nas doencas:
B-Thalassaemia, Haemochromatosis e Chagas.

Aplicar a metodologia de XRF in vivo no monitoramento da eficacia do
tratamento de quelacdo do ferro em portadores de PB-Thalassaemia empregando-se um
equipamento de XRF portatil na quantificacdo do elemento ferro existente na pele humana de
portadores de B-Thalassaemia e verificar o risco a saude do paciente devido a quantidade e
acumulo de ferro no organismo.

Compreender o papel do elemento ferro na infeccdo experimental da doenga
de Chagas em camundongos da raca Swins, portadores da doenga de Chagas, analisar a
quantidade de ferro presente na pele através da metodologia de XRF in vivo.

Possibilitar um trabalho em colaboragdo com outras areas ligadas ao
monitoramento ¢ tratamento de portadores de P -Thalassaemia e portadores das doenga de

Chagas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Em um estudo Farquharson e Bradley (1999) e Bradley e Farquharson
(2000) utilizaram simulados de pele constituidos de sulfato de ferro (FeSQO,), € posteriormente
utilizando peles de ratos investigaram relagdes entre niveis de ferro na pele e ingestao de Fe.
Utilizaram um sistema XRF in vivo com as seguintes caracteristicas:

Fonte: Tubo Cometa 160 kV, resfriamento a agua.

Alvo: tungsténio.

Colimador: diafragma de 10mm de diametro.

Operagao: 20 kV e 20 mA.

Filtro chapa de 0,15 mm de cobre 99,9 % puro.

Energia do pico 8,4 keV.

Detector: EG&G

Ortec alta-pureza de germéanio GLP.

Angulo: entre o detector e o raio incidente 90°.

Tempo morto mantido abaixo de 10 %

Em um estudo sobre o numero de portadores de Thalassaemia e de
Haemochromatosis Edwards (1999) verificou que hd no mundo aproximadamente 26000
nascimentos por ano de individuos portadores de Thalassaemia major ou B, e 1,6% da
populacdo mundial é portadora de algum tipo de Thalassaemia. Na popula¢ao Caucasiana a
freqliéncia de mutacdo para Haemochromatosis ¢ aproximadamente 0,5% e entre 10 e 13%
sdo portadores que manifestam a patologia.

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 de maneira sensivel, mas o equipamento ¢ extremamente
caro e sO disponivel em trés centros mundiais.

Em um estudo utilizando técnicas de constru¢do de imagem (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.

Em um estudo sobre o risco de danos nos tecidos em casos de sobrecarga
férrea Olivieri e Brittenham (1997) verificaram que estes danos sdo proporcionais a

concentragdo de ferro nos tecidos. Concluiram que uma melhor avaliacao de Fe, assim como
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uma relacao entre essas quantidades de Fe entre os tecidos, havia necessidade de uma biopsia
do figado.

Shukri et al (1995) desenvolveram um estudo com solucdes de (FeSO,),
simulados de pele, depositados em camadas sobre filtros de papel utilizando um sistema de
XRF in vivo transportavel, com as seguintes caracteristica: Fonte: (alvo secundario) 'Cd /
raio X de 22,1 KeV. Alvo: Ag. Tempo de contagem: 1200s. Dose: 5 mSv. Precisdo: minima
concentragio detectavel (MDCs) 119 pgg™.

George et al (1994) concluiram que a relacdo entre ferritina e o ferro
armazenado no organismo nao ¢ adequada se foram administradas mais de 100 unidades de
globulos vermelhas em transfusdes, no tratamento da -Thalassaemia. Na maioria dos casos
de B-Talassemia essa quantia ¢ excedida. Outra avaliagdo mais precisa do armazenamento de
ferro no corpo ¢ realizada através de amostras do figado (bidpsia), mas repetidas biopsias sao
altamente indesejavel e tem uma taxa de mortalidade associada de 0,1%. (FARQUHARSON
e BRADLEY, 1999).

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: 0,5 mSv.
27,8 ng (Ph) g*

Grupo de controle:

742 pg (Pb) g

Grupo exposto: .

+49a+14.2 pg (Ph) g': _

Precisdo:

Gorodetsky et al (1990) desenvolveram um sistema portatil de XRF in vivo
utilizado para detec¢do de elementos como Fe, Zn e Cu em portadores da B-Thalassaemia,
utilizando:

Fonte: monoenergética de fotons com 11,4KeV.

Dose: 10 mSv.

Obtendo os seguintes resultados:

Tecido normal: (5,6 a 14,0) ppm de Fe.

Tecido B-Thalassaemia: (13,7 a 150,0) ppm de Fe.

Usando um método de XRF in vivo para examinar niveis de Fe, Cu e Zn em

prurigo nodularis, doenga auto-imune, Sheskin et al (1986) notaram que hd uma reducao na
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quantidade de Zn na pele afetada durante o tratamento com a droga thalidomine. Investigaram
também niveis de Fe, Cu e Zn em tecidos cancerosos e 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 e 0,8 + 0,3 ppm de Cu em monitoramento de tecidos normais do abddmen, braco,
axila e baixas regides do pescoco. Elevacdes de Fe e Zn foram notadas para estes mesmos
tecidos, em associacao com dermatite solar, keratosis solar, basal e squamous carcinoma de
células, pigmentacao nevi e melanoma malignos.

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

Molin e Wester (1973) desenvolveram um sistema de andlise de ativagdo in
vitro por néutrons (NAA) para investigar concentracdes de Fe em amostras normais,
obtendo:

26,53 + 6,73 pg g (de epiderme normal).

Posteriormente encontraram os seguintes valores para Zn:

39,3+ 12,4 pg g (de epiderme normal).

E para Cu, encontraram:

3,76 + 0,83 pg g (de epiderme normal).
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4 INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

Um grande nimero de mecanismos de interagdo da radiagdo com a matéria
sdo conhecidos. Trés possuem um papel muito importante em medidas de radia¢do: absor¢ao
fotoelétrica, espalhamento Compton, e producao de pares. Nestes processos ha transferéncia
parcial ou total da energia do foéton de raio X para o elétron, resultando em mudancas subitas
e abruptas no foton de raio X, o foton ou desaparece ou se espalha por um angulo
significativo. Nas medidas de EDXRF basicamente sdo de interesse a absor¢do fotoelétrica e
os espalhamentos elasticos e inelasticos. Esses processos estao detalhados nos itens 4.1, 4.2 ¢

4.3 a seguir.

4.1 ABSORCAO FOTOELETRICA

No processo de absor¢do fotoelétrica, um foéton sofre uma interagdo com um
atomo do material absorvedor no qual o féton desaparece completamente. Em seu lugar, um
fotoelétron ¢ ejetado pelo 4&tomo de uma de suas camadas. Fétons com energia suficiente dao
origem ao processo, desencadeando os fotoelétrons que estdo firmemente ligados ao 4tomo. A

energia do fotoelétron ¢ dada pela equagao 6.

oA

E_=hv—E, (6)

Onde E, representa a energia de ligagdo do fotoelétron em sua camada
original e hv ¢ a energia do foton incidente, onde / ¢ a constante de Planck e v ¢ a freqliéncia
do foton incidente. Para energias maiores que algumas centenas de keV (lkeV = 1,6. 10™)),
o fotoelétron fica com a maior parte da energia original do foton. (KNOLL, 2000;
APPOLONI, 2003).

Além do fotoelétron, a interacdo cria um atomo ionizado com uma vacancia
em uma de suas camadas. Esta vacancia ¢ preenchida rapidamente por um elétron livre ou por
um elétron de outra camada do 4tomo. Entdo, também pode ser gerado um féton de raio X

caracteristico do 4&tomo. Embora na maioria dos casos os fotons sdo reabsorvidos perto do
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local original por absor¢ao fotoelétrica. Em alguns casos, a emissdao de um elétron Auger,
pode substituir um raio X caracteristico, levando a energia de excitagao atdomica. O efeito
Auger ¢ bastante significativo para elementos de baixo Z, onde ap0s a transicao eletronica, ao
invés de ocorrer a emissdo de um raio X caracteristico, ocorre a emissdo de um elétron.

(KNOLL, 2000; APPOLONI, 2003).

RADIACOES ELETROMAGNETICAS

ELETROM

,,ww

Figura 9 — Transigoes eletronicas, produgdo de raios-X, Gama e luz.
Fonte: OBSERVATORIO NACIONAL (2004).

Como um exemplo da complexidade destas interacdes, considere fotons
com energia de 30 keV incidentes em atomos de Xenonio sofrendo absor¢do fotoelétrica.
Aproximadamente 86% interagem por absor¢do na camada-K do dtomo de xendnio. Destes,
87,5% resultam em raios-X caracteristicos (ou "fluorescéncia") da camada-K (uma 30 mistura
de K-a e K-B) e 12,5% resultam na emissdo de elétrons Auger. Os 14% dos fotons incidentes
que nado sofrem interacdes na camada-K sdo absorvidos por interacao fotoelétrica na camada-
L ou M, resultam em raios X caracteristicos e elétrons Auger de baixa energia, estes sao

reabsorvidos muito perto do local da interagdo original. (KNOLL, 2000).
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O processo fotoelétrico ¢ predominante nas interacdes de raios gama ou
raios X de baixa energia e para materiais de alto nimero atémico (Z).

Ha vérias expressdes analiticas para a probabilidade de absor¢do fotoelétrica
por um atomo em todas as gamas de Ey e Z, mas uma boa aproximacao ¢ dada pela equacao

6:

n

T =constanfex (6a)

E*”

Onde o expoente n varia entre 4 ¢ 5 na regido de energia do raio gama de
interesse. Esta dependéncia da probabilidade de absor¢ao fotoelétrica com o nimero atdémico
do absorvente ¢ uma razdo primdria para a preponderancia de materiais com alto Z em
protegdes de raio gama, € por esta razdo que muitos detectores usados para espectroscopia de
raio gama sdo escolhidos com componentes de alto valor de Z. (TURNER, 1995; KNOLL,
2000; APPOLONI, 2003).

Na regido de baixa-energia da figura 10 aparecem descontinuidades na
curva para energias de raios gama, que correspondem as energias de ligacdo de elétrons nas
varias camadas do atomo. Para energia de raios gama ligeiramente maior que a
descontinuidade, o foton tem energia suficiente para sofrer uma interacao fotoelétrica na qual
um elétron K ¢ ejetado do atomo. Para energias de raios gama ligeiramente abaixo ou na
descontinuidade, este processo ndo ¢ mais energicamente possivel, assim a probabilidade de
interagdo cai abruptamente. Limiares de absor¢do semelhantes acontecem em energias mais

baixas relativas as camadas L, M, do atomo. (KNOLL, 2000).
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Figura 10 — Dependéncia da energia para varios raios gama nos processos de interacdo do

iodeto de sodio.

Fonte: KNOLL (2000).
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4.2 ESPALHAMENTO COMPTON

O processo de interagio Compton ¢ freqiientemente o mecanismo de
interagdo predominante para energias de raios X tipicos de fontes de radioisétopos.

No efeito Compton, o féton do raio X incidente ¢ desviado por um angulo 6
com respeito a sua dire¢do original. O foton transfere uma parte de sua energia ao elétron
(assumindo este inicialmente em repouso) que ¢ entdo denominado elétron de recuo. Ja que
todos os angulos de espalhamento sdo possiveis, a energia transferida ao elétron pode variar
de zero a uma fracao grande da energia do raio X. (KNOLL, 2000; APPOLONI, 2003).

A expressdo que relaciona a transferéncia de energia e o angulo de
espalhamento para qualquer interacdo, pode simplesmente ser derivada escrevendo as
equacdes simultaneas para a conservagdo de energia ¢ de momento. Usando os simbolos

definidos na figura 11, abaixo:

Figura 11 — Esquema da situagao inicial (esquerda) e final (direita) do espalhamento Compton.
Fonte: KNOLL (2000).

Que pode ser equacionada, assim:
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Onde myc’ é a energia de repouso do elétron (0,511 MeV). Para pequenos
angulos 0 de espalhamento, pouca energia ¢ transferida. Uma fracdo da energia original
sempre € retida pelo foton incidente, até mesmo no extremo de 6 = n. (KNOLL, 2000).

A probabilidade de haver espalhamento Compton no atomo do absorvedor
depende do ntimero de elétrons disponiveis para o espalhamento e este aumenta linearmente
com Z. A distribui¢cdo angular de raios X espalhados ¢ predita pela formula de Klein-Nishina

para a diferencial do espalhamento da sec¢ao transversal do/dQ.:

(‘]IT{T 2

: 1 ]:[lﬁucosjﬁx[l_l_ a’(l—cosB)
i T ° ’

1+afl—cos@)) | 2 A (1—1:051{9[1+cx{1—co~35}]

Onde a= hv/m0c2 e rp € o raio do elétron classico. A distribuigdo é mostrada
no grafico da figura 10 e ilustra a forte tendéncia de espalhamento para angulos dianteiros

com valores altos da energia dos raios X. (KNOLL, 2000; TURNER, 1995).

4.3 ESPALHAMENTO COERENTE

Além do efeito Compton, também chamado de espalhamento ineléstico,
podem acontecer outros tipos de se espalhamento no qual o féton do raio gama interage
coerentemente com o atomo, ou seja, realiza espalhamento elastico. Nestes processos o foton
espalhado tem a mesma energia do foton incidente. Podemos ter o espalhamento Rayleigh, o
espalhamento Thomson e mais dois que ndo serdo comentados, espalhamento por ressonancia
nuclear e espalhamento pelo campo eletromagnético do nucleo (espalhamento Delbruck ou
Potencial). Se a interagdo for com os elétrons do atomo do absorvente, este ¢ chamado
espalhamento Rayleigh. J& o espalhamento Thomson se d4 por espalhamento eléstico pela
carga nuclear. Estes processos sdo freqlientemente negligenciados em discussdes basicas de
interagdes dos raios gama, e também ndo trataremos deles nas discussdes que seguem.
(KNOLL, 2000).

A probabilidade de ocorrer espalhamento coerente s6 € significante para
fotons de baixa energia (tipicamente abaixo de alguns keV para materiais comuns) e ¢

observado em absorvedores com alto-Z. As diminui¢des do angulo de desvio comuns em
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energia crescente, restringem a importancia pratica de se espalhar coerentemente a baixas
energias.
Podemos escrever a secdo de choque eficaz do espalhamento Rayleigh da

forma:

iia? 21+ ‘e
dory ={ 40| 1200 g o
A m 2

Onde fo ¢ o fator de espalhamento atomico.

Para A grande, fe >z

Para A pequenos (aproximacgdo relativistica menos valida) o espalhamento
Rayleigh se concentra em angulos dianteiros (Teoria da Difrag@o). Por exemplo, a difragdo de

raios X por cristais ¢ um espalhamento Rayleigh. (APPOLONI, 2003).

4.4 LINHAS ESPECTRAIS DE FLUORESCENCIA

Através das transi¢des eletronicas ocorre a producao do raio X caracteristico
do elemento em questdo, essas transi¢gdes obedecem uma regra de selecdo que esta serd
descrita neste item e pode ser observada na figura 12.

Os niimeros quanticos associados a cada estado energético do dtomo, em

notacdo Espectroscopica, estdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Notacdo Espectroscdpica para o nimero quantico /.

{ 01 2 3 4 5 6

Notacio Espectroscopica s p d f g b i

Fonte: EISBERG, 1974.



Tabela 2 — Notacdo Espectroscdpica para o nimero quantico #.

N 1 2 5

-

o)

K L M

Notagao Espectroscopica

O

Fonte: EISBERG, 1974.

Regras de Selecdo para os nimeros quanticos:

Al=x1
An = 1
AT=0+1
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Figura 12 — Diagrama parcial dos niveis de energia que conduzem a emissao das linhas espectrais das

séries K e L de um elemento.
Fonte: SANTOS (1999).
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5 CALCULO DE ABSORCAO DE ENERGIA E TRANSFERENCIA DE ENERGIA

Através dos calculos apresentados a seguir serd possivel calcular a dose de
radiagdo utilizada neste trabalho, no final dos calculos (item 5.1) sera inserido valores
referentes a distancia fonte amostra e valores correspondentes a fonte de Pu.

Considerando uma parede espessa, paralela a fétons considerados
monoenergéticos na figura 13, primeiro se determina a taxa a qual a energia ¢ absorvida na
parede, determinando a descri¢do do campo do foton incidente. (TURNER, 1995).

Comecamos assumindo que a parede € estreita comparada com o livre
caminho dos fotons incidentes e secundarios, de forma que (1) o espalhamento multiplo de
fotons na parede ¢ desprezivel e (2) virtualmente todos fotons de fluorescéncia e fotons de
bremsstrahlung escapam da parede, (TURNER, 1995). Por outro lado, assumimos que os
elétrons secundarios produzidos pelos fotons sdo parados na parede. Considerando estas

condicdes, a intensidade transmitida na figura 13 ¢ determinada por:

¥ =P, e M (10)

L. . . : .
Onde “** ¢ o coeficiente de absor¢do de energia, e x ¢ a espessura da

£ << 1

parede. Para / que ¢ consistente com nossas suposi¢des podemos escrever:

exP (~les ) T-s X Dy equagiio 10, obtemos:

VYo—-¥ =%o ux (11)

Com referéncia a figura 13, a taxa a qual a energia ¢ absorvida na parede

correspondente a uma area A ¢ (Fo-¥)d=Top, 'T‘{. Como a massa da parede nesta

area ¢ P onde p ¢ a densidade da parede, a taxa de absorcdo de energia por unidade de

massa, D -, na parede é:
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A quantidade que D ¢, por definicdo, a taxa de dose comum na parede.
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Figura 13 — Taxa de absor¢do de energia por unidade de massa na parede (taxa de dose, D) ¢ igual ao
produto da intensidade incidente e coeficiente de absor¢do de energia por unidade de
massa.

Fonte: TURNER (1995).

5.1 FONTE DE RAIOS GAMA OU X - EXPOSICAO EM AR

Adaptando-se a férmula para calcular a taxa de exposi¢do no ar de uma
fonte de raios gama ou X, com atividade C que emite um féton de energia E por
desintegracdo. A taxa de liberagdo de energia na forma de fotons de raios gama que escapam
da fonte ¢ CE. (TURNER, 1995). Desconsiderando a atenuagdo no ar, podemos escrever para

a taxa de fluxo de energia, ou intensidade, pela superficie de uma esfera de raio r centrada

Wy =CE/(4m r*)

sobre a fonte , ou para uma fonte irradiando em 180° (que ¢ a situagdo

Vo =CE/(27r

real da fonte) . Onde 2rn diz respeito a fonte de geometria anelar.

(ESTEVAM, 2003)
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I:Asenﬂdﬁjjr do =2

Para fotons quase monoenergéticos, segue a equagao 13:

- li’,g xA -
D= aum _p, 1um (13)
pAx P

Assim a taxa de dose absorvida no ar a distancia r da fonte é:

p-w,Ha__CE _Ha (14
p (@rxr’) p
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Figura 14 — Grafico do coeficiente de absor¢ao de energia por unidade de massa versus energia do

foton.
Fonte: TURNER (1995).
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Aqui, Uen/p. € 0 coeficiente de absorcdo de energia por unidade de massa.
Considerando o caso da dose absorvida na pele pelos fotons do **Pu pode-se verificar, na
figura 14, o valor do coeficiente de absor¢ao de energia por unidade de massa para o ar (meio
correspondente ao espago amostra-fonte) e o valor para tecidos (correspondente a amostra),
assim com o valor para H,O (correspondente aos simulados de pele) para a energia média da
fonte de ***Pu que ¢ 17,2 KeV. Essa energia pode ser escrita em unidades de MeV como
0,015 MeV, verifica-se que para a energia de 0,015 MeV podemos considerar o mesmo valor
do coeficiente de absor¢ao de energia por unidade de massa para as trés situagdes (ar, tecido e
agua), esse valor ¢ aproximadamente 1,2 cm” /g que pode ser convertido para 0,12 m” /kg.
Inserindo esse valor do coeficiente de absor¢ao de energia por unidade de massa na equagao

14, obtém-se:

L] - I —~y 3} :
D=, Ha = LEE 0.1 m- | Kg (15)

el Fo 2w

Conhecendo a atividade da fonte de ***Pu que era 100 mCi (valor inicial
para controle de maximo) e convertendo essa em Bq (s™), convertendo a energia de MeV para
J, e convertendo o valor da distancia r em m, obtemos a dose em Gy s™', que para raios X
equivale a Sv s”'. Esta relagio pode ser escrita de forma mais conveniente. (ESTEVAM,

2003).

-

1100 x10- 9[3_? <107 M]}{ﬂ,z xmie:f[L.ﬁxm-iF %}1{0,12 m’]
.[.) _ 1 5 ils 1) : el J kg J Sys - (16}
2 r”

Inserindo o valor da distancia fonte-amostra (r) na equacao, como mostra a figura 15:
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15 Omm
r=18 25mm

Figura 15 — Geometria anelar da fonte de Pu.

Inserindo também a corre¢do de angulo sélido na equagao, temos:

. / X %
D=, / A onde: = f.senrycnsq dan

II;CI . £ @ 0

dg a7

-

Onde B e ® sdo angulos obtidos dos valores médios da base anelar (figura
17), o valor de a e 6, que sdo angulos de variagdo maxima do espalhamento da radiagao,

podem ser obtidos geometricamente (figura 16):
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Figura 16 — Obtencdo dos angulos de a e 0 geometricamente. Obtendo P ¢ ®
geometricamente (figura 17):

| 15, 15mm |

|¥28,65mm | I

Figura 17 — Obtencdo de f e ® geometricamente
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Obtendo a correcao de angulo so6lido dQ:

0,347 T
dQ= f.sem‘; cosn dn j dp=0.842 (18)
0257 0

Adequando a equacdo de dose 16, para a geometria descrita, obtemos a

equagdo 19 :

-

{1IJU>< 102 < [3,? x10" %}}{17,2x 10% eV [1,5 x10 7 LV}HOJZ%}
D= s ts ¢ £ ) 0,8425vs"

2ar”

(19)
Obtendo a equagdo 20, para dose de radiagdo pela fonte anelar de Pu em

funcao do tempo:
D=49163x10" Svs~ (20)

Construindo um grafico com os valores para a dose em diversos tempos

= cte) . ~ 1
( /, realiza-se a relagdo linear entre dose e tempo (figura 18):
12 4
Linear Regression
| Y=A+B"X
Parameter Valuee Emor ././.}
10—
A 32T150E-5  4.42580E-5 x
B 004018 J28TBET /./
84 R sD N P .}-’!
o= k 1 1017024 M <0.0001 }"
- M
E B4 -
# j
8 ol
. / }
o] W~
I T I T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Tempo (s)

Figura 18 — Grafico da dose versus tempo de exposi¢do obtido através da equacao 20.
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6 MATERIAIS E METODOS

No caso de metais pesados a viabilidade da XRF in vivo pode ser atribuida
ao alto rendimento e penetragdo dos raios X fluorescentes nas amostras.

Enquanto ¢ aparente que o sistema de XRF ¢ mais bem adaptado a detecgao
de elementos com nimero atdmico alto, a metodologia XRF in vivo pode ser ainda mais
valiosa em outras situagdes, como por exemplo, medindo niveis elevados de elementos com

nimero atdomico relativamente baixo que estdo presentes na camada da epiderme da pele.

6.1 SIMULADOS E ATENUACAO DA PELE

Os simulados de pele sdo constituidos de solu¢des aquosas acrescidas de Fe,
colocados em recipientes plasticos (lavados com Acido Nitrico HNO; (1%), durante 24 horas
e lacrados com filme fino. (ESTEVAM, 2003).

Viérios simulados de pele foram confeccionados. O primeiro, "branco", com
agua pura (destilada e deionizada), os demais acrescidos de solucdo de Fe, de 15 ppm, 40
ppm, 70 ppm, 100 ppm e 150 ppm de Fe. Também foram confeccionados simulados testes
com concentracdes de Fe de 30 ppm, 50 ppm e 120 ppm.

Também foram confeccionados simulados de pele acrescidos de solucao de
sulfato de Fe (FeSO47H,0) com PM = 278,01 da LABSYNTH Ltda. Com essa solugdo foram
elaborados simulados de 15 ppm, 40 ppm, 70 ppm, 100 ppm e 150 ppm de sulfato de ferro.
Novamente foram confeccionados simulados testes com 30 ppm 50 ppm e 120 ppm de sulfato
de ferro.

As curvas de calibragdo ou de sensibilidade para os simulados de ferro e de
sulfato de ferro foram comparadas através do erro apresentado pelos simulados testes e pelo
coeficiente de determinagio R”.

Os valores dos simulados foram escolhidos, de acordo com Gorodetsky et al
(1990), que obtiveram para pele normal valores de 5,6 a 14,0 ppm de Fe e para tecido de
portadores de B-Thalassaemia valores variando de 13,7 a 150,0 ppm de Fe.

Com as medidas feitas com o primeiro e segundo grupo de simulados criou-

se um modelo de calibracdo, através de uma regressao linear dos pontos correspondentes as
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concentragdes ¢ as intensidades liquidas (contagens / tempo de medida). Através desta curva
de sensibilidade foram verificadas as concentragdoes dos simulados testes e calculado o seu
desvio. (ESTEVAM, 2003), calculando-se, também, o limite de detec¢do (LLD) do sistema
para diversos tempos.

O erro na concentragdo de Fe nos simulados, determinado pela precisdo no
equilibrio quimico e devido a erros durante a confec¢ao dos mesmos foi estimado como de +
S ppm.

A espessura dos simulados foi calculada para conhecer a profundidade de
interagdo dos raios X com a amostra, o calculo é mostrado a seguir.

Segundo Berger e Hubbell (1987) o coeficiente de atenuacao linear da pele
para uma energia de 8,4 keV é 1 =9,036 cm™

A equagdo aproximada da passagem da radiacdo eletromagnética através da

matéria se caracteriza por uma absor¢ao exponencial:

I=1,¢% (21)

Onde 7/ ou V¥ ¢ a intensidade de radiacdo emergente da matéria e Iyou Wy ¢é a
intensidade de radiagao incidente.

Para x = Imm, [ = 0,40 I, . Como para fluorescéncia do ferro, temos Ka =
6,4 keV, decorre que p = 20,4 cm'l, assim obtemos I = 0,13I,.

Portanto apenas 13% dos fotons de fluorescéncia da camada K gerados a
uma profundidade de 1mm emergem da pele. A detec¢do do Fe por XRF ¢ predominante nas
camadas mais superficiais da pele, uma vez que aproximadamente 87% dos fotons de
fluorescéncia sdo gerados em profundidades inferiores a Imm. A interacdo da radiagdo com a
matéria acontece somente na camada da epiderme da pele, que ¢ pouco vascularizada (figura

19):
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Figura 19 — Camadas da pele, epiderme, derme e subcutanea.
Fonte: PHARM (2004).

6.2 SISTEMA DE AQUISICAO DE DADOS E DETECTOR SI PIN-DIODO

O Modelo XR-100CR ¢ um detector de raios X de alta performance, com
pré-amplificador, e com um sistema de resfriamento termoelétrico por efeito Peltier e Si-PIN
Fotodiodo. Estes componentes resistem até aproximadamente -30°C, e podem ser
monitorados por um sensor de temperatura interno. O revestimento TO-8 do detector 47
possui uma abertura para deteccdo com uma janela de Berilio de 1 mil (25pum). (POCKET

MCA, 2000).

Figura 20 — O detector XR-100CR, da AMPTEK inc e o suporte acrilico para acoplamento da fonte e
amostra.
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O sinal do XR-100CR ¢ formatado pelo amplificador PX2CR. O sistema de
XR-100CR/PX2CR assegura o estado de operacao em menos de um minuto.

A resolugdo para o pico de 5,9 eV do °Fe ¢ de 220 eV FWHM com "rise
time" de 12us (padrao) e 186 eV FWHM com "rise time" de 20us (opcional). (OPERATING
MANUAL, 1998).

Figura 21 — Vista geral de todo o sistema de aquisi¢do de dados.

6.3 METODOLOGIA DE ANALISE

A andlise 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
Ka do elemento adjacente, de numero atomico menor. Desta forma € necessario um aplicativo
que realize a desconvolucdo de todos os possiveis picos das vdarias linhas de raios X existentes
no espectro. Foram utilizados dois softwares para a analise, o PMCA da AMPTEK inc e o

WinQxas da IAEA. Esses softwares sao descritos nos itens 6.3.1 ¢ 6.3.2
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6.3.1 Software de Analise de Espectros e Aquisicdo de Dados "Pmca"

Este software ¢ fornecido por "AMPTEK inc" empresa que desenvolve
equipamentos e softwares de aplicagdo em Fisica Nuclear, (http://www.amptek.com/).

O Software PMCA "multichannel analyzer pocket mca" versao 2.0.1,
permite aquisi¢do de dados e andlises de espectros. Este software possui a opcao de selecao da
regido de interesse (ROI), calibragdo de energia (inserida pelo usuario de fontes externas),
procura de picos, informagdo sobre picos (livraria), espectros multiplos, e operagdes
matematicas com 0s espectros.

O Software de PMCA adquire e exibe todos os dados transmitidos pelo
MCAB8000A (analisador multicanal com 16K de canais): dados espectrais, tempo real e tempo
"vivo", e parametros de funcionamento, inclusive o estado da bateria se estiver sendo usada

Entre as ferramentas primdrias do Software PMCA, existe uma rotina de
procura de pico semi-automatica que marca os cumes identificados com os ROIs inseridos
pelo usudrio. Célculos com os picos sdo automaticos FWHM "Full Width - Half Maximum" e
exibidos em canais ou unidades de calibragdo definidas pelo usuério.

A versdao do Windows do Software PMCA inclui uma biblioteca isotopica e
listas de linhas de emissao de raio X. As informacgdes sobre o pico sao mostradas no painel e
automaticamente ¢ sugerido o is6topo ou linha de raio X mais proximo ao pico. Podem ser
exibidos multiplos espectros simultaneamente e podem ser executadas operagdes matematicas
nos espectros. (AMPTEK, 2004).

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

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
superposi¢do de linhas. Esta rotina é capaz de ajustar o espectro de forma que a diferenca
entre as intensidades calculadas e experimentais seja minima.

A figura 22 mostra uma visao geral do software PMCA sendo utilizado.
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Figura 22 — Tela do software PMCA para Windows.

6.3.2 Software de Analise de Espectros "Wingxas"

Este software ¢ fornecido pela Agéncia Internacional de Energia Atomica,
(http://www.iaea.or.at/).

WinQXAS (v.1.23) ¢ uma versdo adaptada para Windows do software
QXAS (ambiente DOS). Este software, que foi desenvolvido na Universidade da Antuérpia,
Bélgica, denominado AXIL (Analysis of X Ray Spectra by Interative Least Squares Fitting).
(ESTEVAM, 2005 a)

Apobs a obtengdo dos espectros de raios X esses passam por um ajuste
matematico para se obter as areas liquidas sob os picos. 51

Este software possui os mesmos recursos descritos no item anterior
relacionado ao software PMCA, acrescido da rotina responsavel pelas operagdes matematicas

de desconvolugdo dos picos no espectro.
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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 excitagdo que foram utilizadas, as caracteristicas do detector, calibragdo do
detector (relagdo entre a energia e o nimero de canais) € o tipo de espectro continuo mais
adequado. (ESTEVAM, 2005 a).

Feito isso, o software realiza o ajuste interativo dos demais espectros
utilizando o espectro de calibracdo 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 x%). (ESTEVAM, 2005 a).

Depois de concluido o ajuste espectral, o programa fornece um relatorio
contendo as informacdes referentes a energia, area liquida dos picos, desvio padrao e valor do
+*, para cada linha espectral dos elementos analisados.

A figura 23 mostra uma visao geral do funcionamento do software Wingxas,

a figura 24 mostra alguns parametros da analise feita pelo software.

=WwWinbnas - [ Ad16M50 : C:AAd1 61150 5pe 1
"-, Fic LI:\n:|r'.I Hudd e Spﬂ:"ﬂ Eatch F"u:-:a:sulng Elmplc@‘.m Wndu:m Help =j§_]§j

=] M_L@J [es. _1 ) 2 u) ul2lR[R] =(7 [Fingim

|1 0o
| oo
Fieal Tire :
| ]

LiveTime:

Dead T
| |1000
| Calieration

FERD )

| “1egRn

Gl [ehieh)
[AE7T

(= Fitlria
. ROl #1
| 3F s
Chiv2 [ D8

Chavel 737 Ereg) T3E8FY Gk 1000 [MaiiD, T
Curenl Model {For Help, presz F1

Figura 23 — Tela do software WinQxas versdo 1.23.
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Figura 24 — Janela com parametros da analise realizada pelo software WinQxas versao 1.23.

6.3.4 Espectro Liquido

A obtengdo das areas liquidas foi realizada no softwares PMCA e no
software Origin para os espectros analisados pelo WinQxas. A seguir o procedimento
ilustrado no software PMCA da obtencao das areas liquidas.

A anadlise utilizando esse software consiste em trés fases: (1) definir um ROI
adequado para o pico do ferro - como esse software nao possui uma rotina capaz de distinguir
os picos Ka e Kf, o ROI foi definido englobando um aparente pico entre

"vales" laterais da energia Ka. Através desse ROI sdo obtidas duas areas: a
total ou "gross area" e a liquida ou "net area"; (2) mantendo esse mesmo ROI obtém-se a area
total e liquida no espectro da 4dgua pura; (3) subtraem-se os espectros, fun¢do existente neste
software, assim obtém-se um espectro liquido, que ¢ analisado com o mesmo ROL
(ESTEVAM, 2003).

A seqiiéncia de tratamento dos espectros no software PMCA ¢ mostrada nas

figuras 25, 26 e 27 a seguir:
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EIRECA

Espectro agua destilada e deionizada | iz,

Mods A
fﬂ::uf.-.in fl}ﬂ
= Threskuaid 0
Sovyiers s
5 Read Time k459
Liwm Tena Ak
Yot Frobe 8044

._i'T Srwdt Tima:

u O-20-200% 13:25:45
M f = et

S = S COnmsecied

61 |

= —| o Péak Infonmation:

=¥ | Cantroad (M) &.ab
= ] | FeuHsA (M) [RE L]

--':|,-..'_=—'.l n ,Euﬁﬂmmjpn JL‘;L T 1

44 EE‘B‘ bJ'G E'BG E 'E? 04 7. 75 TED
i AT TR TR RTIRTRTTR RTOTRTET| RTTIRET!

[ | metarea e
UneedtsEnty 1768
Mat Rate 053

Grogs Aras TER

||| WATRT T I | | 2l

Figura 26 — Espectros da dgua pura, analise da area da 4gua pura no software PMCA

FMCa

. .
_ Espectro liquido 1=

124 Mode A
3 Group 13

g AL G odey 1024

F Threshold o
Proset Mode Secor]
il Preset ()

Real Tima D

3 Live Tima [EH

B Tatal Count 598

74 Tutal Fake

= Sran Tima:

Etatus:
digtonnecied

Faak Information:
Cantroid (M) 33649
FWHM {H) DT

Mt dres o]
Uncaitainty 1655
Het Hate

Gross Arsa 700
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e simulado de 150 ppm, analise do espectro liquido no software PMCA.
Observacdo: durante a operagdo com espectros o eixo horizontal fica com
valores de canal.
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7 RESULTADOS

7.1 CALIBRACAO DO SOFTWARE PMCA

Antes de analisar qualquer espectro com o software € necessario que este
seja calibrado. Calibrar o software ¢ relacionar o canal de aquisicdo com a energia
correspondente.

Uma calibragdo incorreta ou a nao calibragdo do software significa uma
falsa analise, ou seja, os picos selecionados ndo irdo corresponder as suas respectivas
energias.

O software PMCA possui um comando de calibragdao onde deve ser inserido
pelo menos dois valores referentes a canais e energias. Quanto mais informacgdes corretas de
energias de picos e seus respectivos canais melhor serd a calibracdo. Para realizar essa
calibragdo foram utilizados dois espectros. O primeiro espectro foi obtido através de uma
amostra de agua contendo Cu, o segundo com uma amostra contendo Pb. A calibragao
realizada pelo espectro de Cu foi inserida como modelo para o espectro de Pb para diminuir o
erro, esse novo modelo foi utilizado na analise do software PMCA. A figura 28 mostra o

espectro de calibragdo do software PMCA. (ESTEVAM, 2003).

Contagens

Energia (KeV)

Figura 28 — Espectro de calibracdo de Cu no software PMCA, a janela no canto superior
direito ¢ a curva de calibracdo do software.
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7.2 CALIBRACAO DO SOFTWARE WINQXAS

Para calibrar o software é necessario realizar uma medida utilizando
amostras padrdo, de preferéncia com intervalo de energias de picos englobando as energias
dos picos das amostras a serem analisadas. Essa medida deve ocorrer com um tempo
razoavelmente alto para minimizar os erros.

O software foi calibrado como uma amostra de Fe e Cu, ¢ um tempo de
medida de 50 segundos.

O espectro da calibracdo esta no formato “spe”, deve-se reconhecer

visualmente no software cada um dos picos Ka e KB de cada elemento. (ESTEVAM, 2005 a).
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Figura 29 — software WINQXAS — definindo a energia de calibragdo.

Os dois primeiros picos correspondem a Ka e Kf do Fe, os dois seguintes
correspondem a Ko ¢ KB do Cu, a calibragdo ¢ feita ou utilizando o maior numero de picos
(quatro no caso) ou utilizando a maior separacao entre os picos, ou seja, escolhendo Ka do Fe

e KB do Cu. (ESTEVAM, 2005 a).
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7.3 COMPARACAO E VALIDACAO DAS CURVAS DE SENSIBILIDADE.

Cada concentragdao quimica dos simulados corresponde a uma determinada
intensidade liquida (contagens / tempo de medida). Construindo-se graficos de concentragao
dos simulados versus intensidades liquidas, foi obtida uma curva de sensibilidade. Podemos
validar a curva de sensibilidade obtida, utilizando as intensidades liquidas dos simulados
teste.

Toda a comparagdo entre as curvas foi realizada para um tempo de medida
de 50 s, tempo que foi utilizado na medidas in vivo.

Os simulados de pele foram confeccionados com solucdes aquosas de agua
destilada e deionizada dopadas com solu¢do de Fe para o 1° grupo e o 2° grupo foi dopado
com solugdo de sulfato de Fe (FeSO47H,0) com PM = 278,01 da LABSYNTH Ltda. Os

resultados sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3 — Comparacdo entre as curvas de sensibilidade para os dois grupos de simulados
com tempo de medida de 50 s.

Simulado de Simulado de Simulado de Coeficiente de
LID medio
30 ppm 50 ppm 120 ppm determmacio [R:j
Grupo 1 60 ppm 36 ppm 141 ppm 76 ppm 0.76
Grupo 2 37 ppm 36 ppm 129 ppm 13 ppm 097

Os resultados da tabela 3 mostram que o grupo 2 apresentou maior
coeficiente de correlagdo, menor LLD e um erro menor para os simulados testes. Desta forma
a curva de sensibilidade utilizada nas medidas in vivo foi elaborada com os resultados do

grupo 2.
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7.4 COMPARACAO DOS SOFTWARES PMCA E WINQXAS

Todos os espectros foram analisados com o software PMCA, com excecao
dos espectros com tempo de medida de 10 segundos, uma vez que esse software nao
apresentou sensibilidade suficiente para tais analises, o software PMCA nao discriminou area
liquida do Fe para nenhum dos espectros obtidos com tempo de 10 59 segundos, esses
espectros foram analisados apenas pelo software WinQxas. As figuras 30 e 31 mostram os
espectros medidos para diferentes concentragdes dos simulados e diferentes tempos de
medida. Em destaque na figura 31, no eixo vertical os picos do Fe (6,4 keV), mostrando que o
"branco" - amostra de dgua destilada e deionizada - contém uma pequena quantidade de Fe.

(ESTEVAM, 2003).

233

=194

155

116

{Contagens

77

Tdm

Energia (KeV)

Figura 30 — Espectro obtido através do software PMCA, para a amostra "branca" com um
tempo de medida (de baixo para cima) de 400 s, 1000 s e 1600 segundos.
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Figura 31 — Espectros obtidos através do software PMCA, de cima para baixo os

simulados de 150 ppm, 70 ppm de Fe e branco com um tempo de medida
de 400 segundos. A linha destacada no eixo vertical mostra o pico do Fe
(6,4 keV).

Todos os espectros foram analisados pelo software WinQxas. Este Software

ndo possui uma rotina p

resente no PMCA, ele ndo abre dois espectros simultaneamente,

portanto, ndo permite realizar operagdes com espectros, como por exemplo, o calculo de area

liquida. Estes calculos foram feitos exportando os dados dos espectros para outro software, o

Origin da Microcal.

counts

Fe

Figura 32 -

30 401 492 583

channel number
Espectro obtido através do software WinQxas, para o simulados de 150

ppm de Fe com um tempo de medida de 50 segundos, em destaque os
picos Ka (esquerda) e KB (direita) do Fe.



Tabela 4 — Comparacgao da sensibilidade e precisao dos softwares PMCA e WinQxas.
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Tempo de medida

Software 400 s 1000 s 1600 s
Simulados
30 50 120 30 30 120 30 50 120
(ppm)
Erro percentual
. 15% 10% 5% 50% 0% 4% 13% 4% 2%
do WinQxas
Erro percentual
-— - 6% T7%  24% 1% 7% 2% 2%

do PMCA

Fonte: ESTEVAM (2003).

Quanto a precisdo os dois softwares apresentaram valores proximos, erros

que vao de 1% até 77%, mas o software WinQxas apresenta uma maior sensibilidade 61

porque possui a rotina de desconvolu¢do dos picos € o PMCA ndo. Assim somente o

WinQxas apresentou valores para as medidas de 30 ppm e 50 ppm de Fe para tempos de

medida abaixo de 400s, Este foi o software utilizado na analise das medidas in vivo.

7.5 ANALISE COM O SOFTWARE WINQXAS PARA O TEMPO DE MEDIDA DE 10 S

Buscando uma dose minima de radia¢ao foram analisados os resultados para

um tempo de medida de 10 s. Na tabela 5 sdo apresentados os valores da concentra¢do dos

simulados confeccionados (Cc), concentracdo medida (Cm) e diferenca percentual entre elas.
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Tabela 5 — Concentragdo dos simulados teste (confeccionada e medida) e diferenca

percentual.

Concentracio dos simulados
teste confeccionados (Ctc)

(ppm)

Concentracio medida dos :
Duferenca

(Cm - Ctc)%

simulados teste (Cm)

(ppm)

30+5 65 %19 - 117
20x5 40=x5 -20
120+ 5 127+ 9 +6

Student, p<0,05.

A medida com 10 s apresenta in vivo uma dose de aproximadamente 2 mSyv,

mas este tempo de medida apresentou um erro de 117% para medidas de 30 ppm de ferro.

(ESTEVAM, 2003). Aumentando-se o tempo de medida, para 50 s, em busca de um melhor

resultado a dose maxima alcangada ¢ 10 mSv, segundo Gorodetsky et al (1990) pessoas sadias

podem apresentar quantidades menores que 30 ppm de ferro na pele. Os 62 resultados para as

medidas de 50 s sdo apresentados na tabela 3 da pagina 56 e no item 7.6 a seguir.

7.6 ANALISE COM O SOFTWARE WINQXAS PARA O TEMPO DE MEDIDA DE 50 S

As medidas de 50 s apresentam dose menor que 10 mSv. A figura 33, a

seguir, apresenta a curva de sensibilidade para calibragdo do sistema com ajuste linear e

coeficiente de determinagao 0,97.



60

180
160 < Y=4A+B*"X I_'
- Parameter Value L~
T 101 m
= ] A -28, 26572 e
& 4ol | B 20318407 o
© ]
L R° 097
o 100 : o
= E =
o -
2 &0
On i &
o -
= 60 m
= s
i 1 m-
2 40 -
i
204 3
{:I T T T T T T T T T T T T T T T
02 0.3 04 0.5 0e 0.7 0B 09

Intensidade liquida (cps)

Figura 33 — Curva de sensibilidade para medidas de 50 s.

Na tabela 6 sdo apresentados os valores da concentragdo dos simulados

confeccionados (Cc), concentragdo medida (Cm) e diferenga percentual entre elas. 63

Tabela 6 — Concentracdes confeccionadas (Cc) e medidas (Cm) e diferenca
percentual para medidas de 50 s.

Ce (ppm) 30 50 120
Cm (ppm) 37 36 129
Diferenca

+23 % +12 % +8 %

perc entual
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8 NIVEIS DE Fe PARA HUMANOS SADIOS E PORTADORES DE §-
THALASSAEMIA.

As medidas de XRF in vivo em pele humana, da mao, foram realizadas no
Hemocentro do HU da UEL e no Laboratorio de Fisica Nuclear Aplica também da UEL,
sendo supervisionadas pelo professor Dr. Carlos Roberto Appoloni.

Foram medidas 4 pessoas sadias e 1 portador de B-Thalassaemia. Todos os
voluntarios medidos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

O presente trabalho foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de
Etica, com forme parecer de aprovagio (Anexo 2).

As medidas foram realizada em triplicata. A figura 33 mostra a medida

sendo realizada em uma pessoa sadia.

Figura 34 — Medida de XRF in vivo na pele da mao.

As medidas do portador de p-Thalassaemia foram realizadas no
Hemocentro. As medida foram de 50 s o paciente permaneceu deitado no leito padrdo do

Hemocentro, esta posi¢ao foi escolhida para ndo causar incomodo ao paciente.
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Antes de realizar as medidas, a pele da mao dos participantes foi limpa com
sabao cirurgico inerte durante 5 minutos.
A figura 35 mostra os niveis de ferro medidos em humanos normais e

portadores de B-Thalassaemia.
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Student, p<0,05.
Figura 35 — Variacdo dos niveis ferro na pele humana sadios ¢ de portadores de

B-Thalassaemia medidos por XRF in vivo.
Fonte: ESTEVAM (2005 b).

Através dos resultados apresentados na figura 35 foi possivel verificar que o
portador de B-Thalassaemia possue uma maior concentracao de ferro na pele. Esse excesso de
ferro decorrente do tratamento da doenga ¢ levado para o interior do organismo através da
hemoglobina que esta no interior dos globulos vermelhos transfundidos para o corpo do
portador de B-Thalassaemia.

Portanto, através desse tratamento o paciente tem o nivel de glébulos
vermelhos normalizado mas o ferro do interior da hemoglobina que esse paciente produz
precariamente somado ao ferro proveniente das transfusdes, causa um aumento do nivel do
ferro no corpo todo. Esse aumento também pode ser observado na pele (figura 35).

O ferro em excesso ¢ levado para todo o corpo através da corrente sanguinea
que ¢ responsavel pela troca de nutrientes das células, por exemplo, assim esse ferro chega até
a pele por capilares sub cutaneos.

O valor médio do nivel de ferro das pessoas normais medidas foi de 53+14

ppm e o nivel de ferro do portador de B-Thalassaemia foi de 74+6 ppm. 66
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Esse resultado sugere que os niveis de ferro da pele podem corresponder aos
niveis de ferro do corpo como um todo, podendo estar correlacionados com os niveis de ferro
de orgaos e aos niveis de ferritina da corrente sangiiinea.

Correlacionando os niveis de ferro da pele com niveis de ferro de 6rgaos
como o figado medidos por biopsia ou niveis de ferro obtidos através da medida da ferritina ¢
possivel utilizar a XRF in vivo como meio alternativo para o monitoramento da eficacia do

tratamento de quelacdo em pacientes portadores de B-Thalassaemia.
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9 ANIMAIS

Utilizamos camundongos Swiss machos de 8 a 12 semanas de idade, obtidos
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina Os
camundongos foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Patoldgicas da UEL
em gaiolas coletivas, comportando de 5 animais cada. Agua e racdo foram distribuidos “ad
libitum”. Camundongos dos grupos experimentais e controles possuiam aproximadamente a

mesma idade.

9.1 PARASITAS E INFECCAO

Os animais foram infectados por via intraperitoneal (ip), com 5000 formas
tripomastigotas sanguicolas de Trypanosoma cruzi (Cepa Y) (Figuras 35-37), obtidas por
sangria retro-orbital de camundongos Swiss inoculados semanalmente pela via intraperitoneal
com 200.000 formas sanguicolas, usadas para a manutencao de 7. cruzi in vivo.

A avaliacdo da concentragdo de parasitas circulantes foi realizada através de
contagem em microscopio Optico, do nimero de parasitas presentes em Sul de sangue,
retirados da cauda dos camundongos. Os resultados foram expressos em numero de

parasitas/mL de sangue.

9.2 ANALISE HEMATOLOGICA DOS ANIMAIS NORMALIS E INFECTADOS

Para a realizagdo da analise hematolégica, 1,0 mL de sangue heparinizado
(Figuras 36 e 37) de cada camundongo foi obtido através da pungao cardiaca.

Em todos os experimentos realizados para determinar os parametros
hematologicos dos animais infectados, consideramos como valores normais, aqueles obtidos
com camundongos Swiss, ndo infectados mantidos nas mesmas condigdes dos grupos

experimentais (Malvezi et al, 2004).
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9.3 CONTAGEM DO NUMERO TOTAL DE HEMACIAS

A contagem de hemadcias obtidas de camundongos normais e infectados
(dias 0, 7 e 14, pos-infec¢do) foram realizadas manualmente (Malvezi et al, 2004). Amostras
de sangue heparinizadas (v= 5uL) foram cuidadosamente transferidas para tubos de ensaio 12
x 75mm contendo 1,0 mL de citrato trissédico (diluicdo 1:200). A seguir, esta solugdo era
homogeneizada e transferida para um hemocitdmetro de Neubauer (Hirschmann, Techcolor),
mantida por 10 minutos em cdmara umida a temperatura ambiente antes do inicio da
contagem em microscopio (Olympus, CH30), aumento final de 400X. O niimero de hemaécias

foi calculado da seguinte maneira:

[Fator de diluigdao X Fator de profundidade = Fator final]
[Fator final x células contadas em 80 quadrados menores da area central da

cAmara = células/mm’ (ul)]

9.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA (HB): METODO DA

CIANOMETAHEMOGLOBINA

A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina. Em tubos de ensaio 15 x 100mm foram colocados 2,5 mL do
reagente de Drabkin (Analisa Diagnostica). Um dos tubos foi usado como branco, em outros
trés tubos foram colocados 10 pL. de sangue hemolizado com concentra¢des conhecidas que
foram utilizados como padrdo, para ser determinado o fator de calibragdo. E nos outros tubos
foram colocados 10 puL das amostras de sangue desconhecidas, heparinizadas, previamente
homogeneizadas, onde ocorreram as seguintes reagoes:

1) Transformacdo do Ferro da hemoglobina em Ferricianeto, formando a
metahemoglobina que por sua vez, 2) combinou com o cianeto de potdssio e produziu o
pigmento estavel, a cianometahemoglobina. A cianometahemoglobina pode entdo ser
quantificada pela absor¢do da luz em 540 nm, em espectrofotometro (Pharmacia Biotech,

modelo Ultrospec 2000), gentilmente cedido pela Dra. Marcia Furnaleto do Departamento de
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Microbiologia do CCB da UEL. A comparagao da leitura do instrumento com a solug¢ao de
referéncia (padrao) permite calcular a Hb, o que ¢ feito de forma mais conveniente com uma
curva padrdao ou uma tabela de conversdo. A concentracdo de Hb foi expressa em gramas/dL.

Os calculos foram realizados conforme as equacdes abaixo:

Calculo para o fator de calibracio:

Concentracdo do Padrdo
Densidade Optica do Padrdo

= Fator de Calibrac¢do

Calculo para a determinacio da concentracio da hemoglobina:
Concentragio da hemoglobina = Fator de calibragio x Densidade Optica do
teste.

Reagente de Drabkin (Liquido de Van Kempeu):

KHPO, oo 140 g
KCN..ooooooo. 50 g
HLO (Destilada)........ceececrercerssseee 1000 mL

9.5 PREPARACAO DAS SOLUCOES PADRAO

As amostras de sangue (V=2mL) obtidas de um “pool” de camundongos
Swiss normais foram colocadas em tubo de ensaio 10 x 100mm e centrifugadas a 2500 r.p.m.
durante 5 minutos. Apos a centrifugag@o, os sobrenadantes foram descartados. As hemaécias
foram ressuspensas e lavadas (trés vezes) por centrifugacdo (5 minutos, 2500 r.p.m) em
solucdo salina a 85%. Apods a 3* centrifugagdo foi adicionado 1,5 mL de dgua destilada e
agitado vigorosamente por dois minutos para completa lise das hemdacias. Em seguida
adicionou-se 2,5 mL de Cloroférmio e agitado vigorosamente por 2 minutos e centrifugado a

3000 r.p.m. por 15 minutos e removido o sobrenadante (hemolizado) com pipetta de Pasteur e
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armazenado em tubo de ensaio com capacidade para 15 mL (Falcon) que foi mantido a —20C°
até o momento de uso.

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

Coulter T-890 (Coulter Eletronics).

9.6 CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS

As contagens totais dos leucdcitos totais foram realizadas manualmente. As
amostras de sangue heparinizadas previamente homogeneizadas foram diluidas numa
proporcao de 1:20 no liquido de Turk (20 mL de 4cido acético glacial, ImL de azul de Cresil
Brilhante e agua destilada em q.s.p. (1000 mL). Esta solucdo provocou a lise das células
anucleadas (hemacias).

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

utilizando 4 quadrantes laterais da camara e objetiva de 40x

9.7 CALCULO DA CAMARA DE NEUBAUER PARA O NUMERO TOTAL DE LEUCOCITOS

O n° de leucécitos encontrados em 64 quadrados menores em um volume

de 0,4mm’ numa diluicdo de 1:20.

3

Llmm
x ————— x 20 (diluicdo)
N° de leucocitos encontrados 0.4mm
20
x lmm® = =
N° de leucocitos encontrados 4
0 — 3
50 = lmm

N° de leucocitos encontrados *



Figura 37 — Procedimento de dilui¢do do sangue contaminado.
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Figura 38 — Inoculacdo dos protozoarios em camundongos sadios.
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10 MEDIDAS DE Fe NA PELE DOS CAMUNDONGOS SWISS INFECTADOS

Para a realizagdo das medidas de Fe utilizando o detector XR-100CR, os
camundongos foram anestesiados utilizando 30mg / mL de pentabarbital (40ul/camundongo),
como mostra a figura 39. As medi¢des eram realizadas em triplicata e com duragdo de 50 s

cada.

—

Figura 39 — Camundongo sendo anestesiado com pentabarbital.

Os camundongos foram fixados com fita adesiva em um suporte acrilico

como mostra a figura 40 e o local de medida foi a pele do abdomen (Figuras 41 e 42).



Figura 40 — Fixagdo dos camundongos com fita adesiva

Figura 41 — Medida in vivo de um camundongo.
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Figura 42 — Medida in vivo de um camundongo, vista lateral.

10.1 NiVEIS DE FE NA PELE DE CAMUNDONGOS SWISS INFECTADOS COM O T. CRUZI

As medidas de XRF in vivo realizadas na pele de camundongos normais e
infectados (dias 0, 7 e 14 pods-infecgdo) mostram que durante o curso da infecgdo hd um
aumento significativo (P<0,01) na concentracdo de Fe na pele dos camundongos infectados

(Figura 43).

10.2 CURSO DA INFECCAO EXPERIMENTAL

Com a finalidade de verificar o curso da infec¢do por 7. cruzi em
camundongos Swiss susceptiveis em grupos de 10 animais, foram infectados com 5000
formas tripomastigotas sanguicolas de 7. cruzi (Cepa Y). A infec¢ao de camundongos Swiss
foi caracterizada por uma alta parasitemia (Figura 43) e alta mortalidade (Figura 44). A 76
parasitemia dos camundongos foi acompanhada diariamente até a morte dos animais. Com
relacdo ao periodo pré-patente, isto é, o tempo entre a inoculagdo dos animais e a positividade

da parasitemia, foi de 5 dias (Figura 43).
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Figura 43 — Curva de parasitemia da infec¢do de camundongos Swiss.
Fonte: Malvezi et al, 2000.
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Figura 44 — Taxa de mortalidade dos camundongos Swiss infectados.
Fonte: Malvezi et al, 2000.
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Figura 45 — Concentragdo de Fe na pele dos camundongos Swiss em fun¢ao dos

dias ap6s a infecgdo.
Fonte: Estevam et al, 2005c.

10.3 ANALISE HEMATOLOGICA

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

Os camundongos Swiss’infectados com o 7. cruzi apresentaram anemia

discreta em relagdo aos animais controles (ndo infectados), as modificagdes nos indices

hematoldgicos puderam ser detectadas a partir do dia 7 p.i, Tabela 7.
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Tabela 7 — Hematologia dos camundongos infectados.

Sroup Haemaoglobn (efdl) Hematocrit (%) Erpthrocytes (109 Leukocyses (107)

C 12807 449 £1.3 1.0 (05 5407
[ (Day f] 129+0.3 45919 75+ 02 52=x14
[ Darldh 10.8+0.9* 33.5£38" 64075 54+15

Greups of Swise mice were infected [I) with 2107 blood trypomastigetes Y etrain T, ouzi.

C=non-infecied mice, P<0 03 when corpaed with C group.

Fonte: Malvezi et al, 2004
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11 CONCLUSOES

A geometria da fonte empregada reduz em 16 % a dose de radia¢do, como
mostram os resultados para as corre¢des de angulo solido da equagdo 18 do item 5.1 da pagina
41.

A dose de radiagdo para uma medida de 50 segundos ¢ inferior a 10mSv,
sendo considerada de baixo risco de acordo com a ICRP (1991) que apresenta uma resolugao
para limites permissiveis de doses que sdo: 50mSv por ano para humano publico ¢ 500mSv
por ano para pesquisadores.

Os resultados da tabela 3 mostram que o grupo 2 de simulados apresentou
maior coeficiente de determinac¢do 0,97 comparado com o grupo 1 com 0,76. O grupo 2
apresentou um menor LLD (13 ppm) e um erro menor para os simulados testes.

Na comparacdo dos dois softwares com relagdo a precisdo, ambos
apresentaram valores proximos, mas o software WinQxas apresenta uma maior sensibilidade
porque possui a rotina de desconvolugdo dos picos e outra que parametriza os picos utilizando
uma oOtima estatistica e o PMCA ndo. Assim somente o WinQxas apresentou valores
confiaveis para as medidas de 30 ppm e 50 ppm de Fe para tempos de medida de 10 s e 50 s.

Analisando os resultados da medida de 10 s, esta apresenta uma dose de
aproximadamente 2 mSv, mas apresentou um erro de 117% para medidas de 30 ppm de ferro,
provavelmente porque este valor esta abaixo do seu LLD.

As medidas de 50 s apresentaram resultados compativeis com os necessarios
para a analise de pele de pessoas normais (15 — 60 ppm de Fe) e de portadores de B-
Thalassaemia (15 — 150 ppm de Fe). O LLD das medidas de 50 s foi 13 ppm de Fe, o ajuste

linear da curva de sensibilidade apresentou coeficiente de determinacao de 0,97.

11.1 CONCLUSOES - B-THALASSAEMIA

Foi possivel verificar que portadores de f-Thalassaemia possuem uma maior
concentragdo de ferro na pele devido ao tratamento. O paciente tem o nivel de globulos

vermelhos normalizado mas o ferro do interior da hemoglobina que esse paciente produz
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precariamente somado ao ferro proveniente das transfusdes, causa um aumento do nivel do
ferro no corpo todo.

O nivel médio de ferro das pessoas normais medidas foi de 53 + 14 ppm e o
nivel de ferro do portador de $-Thalassaemia foi de 74 + 6 ppm.

Esse resultado sugere que correlacionando os niveis de ferro da pele com
niveis de ferro de 6rgdos como o figado medidos por biopsia ou niveis de ferro obtidos
através da ferritina ¢ possivel utilizar a XRF in vivo como meio alternativo para o
monitoramento da eficdcia do tratamento de quelagdo em pacientes portadores de -

Thalassaemia

11.2 CONCLUSOES - DOENCA DE CHAGAS

Através da medida por XRF in vivo foi possivel demonstrar o aumento de
Fe durante o curso da infec¢do experimental com o 7. cruzi. Nossos dados sugerem que ha
uma relagdo direta entre o aumento de ions ferro na pele e aumento da parasitemia (Figura 43
e Tabela 7) e com a alta susceptibilidade dessa linhagem de camundongo ao 7. cruzi (Figura
44). De fato, camundongos C57BL/6 (resistentes a infeccdo) 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). Estes animais apresentam
hipoferremia bifasica com pico no dia 28 poés-infecgdo (Lalonde e Holbein, 1984). A
mortalidade desses animais aumentou em 23% quando esses eram receberam solucdo de
ferro-dextarm e a deple¢@o de Ferro com o quelante desferrioxamina B ou través de uma dieta
pobre em Ferro, provocou a completa protegdo dos camundongos C57BL/6 ao inoculo de T.
cruzi (Lalonde e Holbein, 1984).

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¢do e esse aumento pode explicar a alta letalidade observada apds a
infec¢do com 7. cruzi.

Em adigdo, estudos in vitro demonstraram que o 7. cruzi utiliza—se do Fe
para o seu crescimento em meios de cultura (Lalonde e Holbein, 1984), mostrando que os
efeitos dos tratamentos in vivo citados anteriormente correlacionam-se com as exigéncias do

parasito in vitro.
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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.
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ANEXO 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimente Livre e Esclarecido

Eu, . _ , portador do

CPE: , depois de ouwwr

detalhadamente a proposta para participar como objeto de medida in vive de
Fluorescéncia de Raios X, para uma pesquisa de método alternativo de monitoramento
do elemento ferro na pele conduzida por pesquisadores do Laboratério de Fisica
Muclear Aplicada (Depto. Fisica - UEL), tendo claro o tipo de efeite biologico de tal
procedimento, € que as medidas serfio realizadas na mio, em uma regifio menor que
lem®, com uma dose de radiagio de 10mSv (menor que uma radiografia comum),

concordo fazer parte de tal pesquisa.

Londrina,  de de 2004
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ANEXO 2 — Parecer do Comité de Etica

lTj Universidade
Estadual de Londrina

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

DIRETORIA DE PESQUISA
DIVISAQ DE CADASTRO E ACOMPANHAMENTO
OF.DP.DCA. 233/2005 Londrina, 29 de Agosto de 2005.

Prezado Professar,

Encaminhamos em anexo a
Vossa Senhoria, para ciéncia, copia do parecer emitido pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UEL, a respeito do projeto de pesquisa n® 12003/2005, do orientando
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ANEXO 3 - Artigos Publicados
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In vive evaluation of Fe in human skin employing X-Ray
Fluorescence Methodology (XRF)

M. Estevam?®, C. R. Appoloni®

State University of Londrng, Department of Physics,
Londrina. PR, Braz

Rocesved 31 Ootober 2005

Abstract. Hecent bechnological improvements allow the method of in mee XRF Lo
provide useful sensibility for disgnostics or monitoring in bicmedical applicstions, In
cases of hereditary sanmiie disorders a2 the f-thalassmenio or 8 penetie disorder like
Hasmocispmatoais (1], there is o high concentration of elements a8 Fe, Zn and Cu in
the skin s inzernal orgeais, due to Lhie treatment of those abnormelities or due to
the own dysfusction causesd by the disense. Tive bevels of Fe relabisd o the pathen
Bearers of the Fthalassasmia are determined, ab the moment. measising a protein in
the sanguine current, called foreitin. Tle mouitoring of the protein is inefleetive in
reveral situntions, such as when the pationt suffers any disturbanes of health, Nows-
dava, the main forms of messunng the levels of those metals throngh hepaiic storage
are the hiopsy of the liver, that (s mvasive and potenzially dangerous, presenting a
rabe of soctality of 0.1% 1), and by means of magnetic susceptibilities that swplovs
a guantum seperoonductor, which is highly expensive and there are only theee poin
world centers with Lhis equipmeni. This work investigabes the use of a 51 PIN-diode
detector and s 238P 0 soncce (13 snd 1ThalV'; 13%: 05 2w Biy) for the measurs-
menl of Fe akin levels compatible with those asssciated 1o the diserse J-thalasssemia,
XRF specira were apalvzed using a set of AXIL-WinQXAS programs elaboreled and
disseminated by the IAEA, The determination coefficient of the calibration model
{mensitivity curve) was 0597, Messurements on skin phantoiss containing concentma-
tions of Fe in the range from 10 to 150 parls per million {ppm), indicate that we
are abie to detert Fa al bevels of the order of 15ppm, wsing momitoring pericds of
5 deconds sl skin enteaner dose bt than 10 mSv, The Ierature reports akin Fe
levela from 15.0 to 600 ppn in noonal persons and from 70 to 150 ppn o thajas-
saernic patienis, Soy Uhe enployed methodelepy allows the measnrenrent. of the skin
Fe eoncentration [2).

Kewmerds: in wivo XREF; human sking Fe
PACS: see: hitp:/ /www. sip.org/ pacs,
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2 M. Estevam and C. B Appoloni

1. Introduction

Non-inwasive Lechniques for determination of hesvy metal coneentrations in e
hawe heen developed during the last 25 years. In trace smounts. some metals are
evssential for the funetion of the human body. On the other hand, 2 oumber of
metals are toxic to0 men of present. in too high a concentration. Ts important to
inerease our knowledge of the relations between metal concentrations in man and
observable toxie effects. The exterd 1o which an i wive XHRF method can provide
useful sensitivity for diagnostic or monitoring applications in biomedicine is subject
1 & smmber of oritical factors, These include the atomic nombers of the elements
of interest, their levels in tissues, the incident beam enerey, the degree to which
incident and emerging beams are attencated and the onmber of connts detected
per it cose (3

L potentiad application involves monitering of the elficacy of chelation of Fe,
a thierapy ased to alleviate the tendeney of Fe to build-up as resalt of treatment of
the hereditary bood disorder Jethalassaemia |2

2. XRF Methodology

Keray finorescence spectrometry is used for elemental analvais based on the detec-
tion of emitted X-ray radiztion from excited atoms. X-rays are short wavelength
clectromagnetic radiation, a conventional x-ray spectrometer generally ukilizes the
region of abont 0,111 nim. This technboue is a two-step process that begins with the
remowal of an irner shell electron of an atom. The remlting vacancy is filled by an
outer shell electron. The second step is the transition from the outer shell electron
orbital to gn inner shell electron erhital. This transition is accom panied by emission
of an X-rey photon (4], The energy of the Aoorescent photon b characteristie of
the element and 15 equal o the energy difference between the two electron energy
levels, Thus the energy of the fluorescent photon provides quelitative information
coneerning the elerment s identity, The mumber or intensity of Anorescent photons is
characteriztic of the amount or concentrat ion of the elements present, The emission
process is similar to other fuorescent measurement technigues, The photon enedgies
are designated (anachronisticallv) a5 K, L, or M X-rays depending on the energy
bevel being filled | 5.

3. Levels of Fe

The mensnres of e o XEF were done on the skin of the hand of fonr healthy
penphe and one earer of F-Thelassaemia, All the measarements were accomplished
in triplicate. The exeitation / acqnisition timee of spch messurement was 508, Figure
1 presents the obtained Fe concenteation {ppm) for four normal humans and one
A-thislassemic homan by i siee XRE,
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I wivo evalnation of Fe in bunen skin employing X- Ray Fluorescence Methodology
{XRF) i

B ol human
A pThalassemic human

EE!'}

=8

&

I.E]'ﬂ

s

5

bl

B i
sl 1]
g = » . |
s 1

43

Human Skins

Fig. 1. Concentration of Fe (ppim} for four soral human aml oge G-chplassemic
s by owve XEE,

4. Conelusions

The i wive XRF system can messnre the diference between healthy people and
hesrers of O-Thalissaemba. The difference i of approsimately 20 ppm oof Te, The
low limie detection was below 15 ppm. The radiation dose was smaller than 10 mSv,
which i= 2 to 3 times smalfer than the dose of o normal radiography of the thorax

Notes
. E-mail: mercelosstevamdiyshoo.com.br

b, E-mail; appoloniGoel. br
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Abhstract. Recent technological improvements allow the method of inomee
XRF to provide wseful sensibility for diagnostics or monitoring in biomedical
applications as G-thalssssemia and another silment that request invasive meth-
onds for disgnostic but they sre high andesirable (11 Trypanozoma e is pro-
togoan parasite causing widespread human disease in Latin America, known as
Chagas’ disesse, We investigate the use of o 5 PIN-diode detector aml & 238
Pu source (13 and 1THeY,; 13%: 95.2m00) for measurement of Fe skin levels
froam Swiks mice infected with 7% eruzi. XREF speectra were analyvzed nsing a set
of AXTL-WinQQXAS programs elaborated and disserninated by the TAEA. The
determination coeflicient of the calibration model (sensitivity curve) was 007
Messurements on slon mice phantoms containing concentrations of Fe in the
range from 10 b 150 parts per million {ppm), indicate that we are able to die
tect Bt lovels of the order of 8 ppen, using monitoring periods of 100 secomnds
amd skin entrance dose loss than § mSv, Measrements on skin from infected
mice anggest that the pathogenicity of the T. eruzi correlated with ifs growth
rate and with the amount of Fe available by XEE. S50, the employved methodol-
opy allows the mewsurement of the skin Fe concentration during experimental
Clhisgans’ disemas,

Keywords: i oming XRF; mice skin, Tripenosmma cried; Fe
PACS: seer htip:/ ferwwoaip.org f pos
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2 M. Estevem, A. T, Malvezi; €. L. Borges, P. Pinge-Filho and C. B. Appoloni

1. Introduction

The extent to which an in vivo XRF method can provide useful sensitivity for disg-
nostic or menitoring applieations in biomedicine is subject to a number of eritical
factors, These inchude the atomic nombwrs of elements of interest, their evals in
tissnes, the incident beam energy, the degree 1o which incident and smerging beams
are attenuzted and the number of counts detected per unit dose l]]

e potentizl application invelves monitoring of the efficacy of chelation of Fe,
i therapy nsed Lo alleviste the tendency of Fe to build-up s resnlt of treatment of
the hervditary blood disorder F-ihadnssaemia [1]. We are seeking the capabilities
of an in vive XRF system for detection of Fe i mice skin during acuie phase
of experimental infection with Trgpetiosome ez protofoan parasite that causes
Chagas' disease,

2. XHF Methodology

Xeray Huoreseence spectrometey ps tsed for elemental snalysis basedd on the detec-
tiom of emitted Xepay radiation from excited atoms, Xerays are short wavelength
electromagnetic radiation, & conventional x-rav spectrometer generslly otiliges the
region of about (.1-11 nm. This feclinigue is & two-step process that heging with the
removal of an inner shell electron of an atom. The pesulting weancy is flled by an
viter shell glectron. The second step is the transition from the outer shell electron
orbital to an inper shell electron orbital, This transition is accompanicd by emission
of an X-ray photon (2], The energy of the Suorcscent photon s characterisiie of
the etement and is equal to the energy difference between the two electron energy
levels. Thus the energy of the fluorescent photon provides qualitative information
cuncerning the slement's identity. The pumber or intensity of Huorescent photons s
characteristie of the amount oF copeentration of the elemetits present. The emission
process is simdlar to other Huorescent measurement. techniques. The photon energies
nre desipnated {anachromisticelly) ns B, L, or M X-rays depending on the energy
level wing dilled (3]

3. Infection Progress and Development of Anemia

Infeciion of Swiss mice {susceptible) with T. crict s cherscterized by exponential
growth of Parssites (days 8 and 9 alter infection, Figure 1} associated with discret
anemin {Table 1), The parasitermia decline after the day 10 pos infection and
increased apain on 18 day aller infection.  All mice were dead by day 22 post-
infection (Figure 2}, Interestingly, the intensity of the apemis is correlated with the
degres of parasitemia and hypoterremic response (Figere 4).
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Ewveluation of Fe employing X-Rev Fluoreseenee Methodology (XRF) in mice skin
dm'in_g actte phase of experimental infection with Trypanassma erazm 3

Table 1. Hematological in 7. erusd -infected mice [2_1 13l

Growps of Swiss mice were infected (1) with § » 107 blood trypomastigotes Y
strafal T. eruzi

(7 =nou-infected mice, P < (105 when compared with ¢ group

rﬁm‘_ Tﬁ;;rn‘a::-bin {Eﬁj—_!_lmuala;lt (%) Tﬁ?;ﬁ?’mc;m[m] Leukocytes| 106] i

[ 138 £ 0.5 2494 1.3 [ 7o+05 407 1
II IDay 7y | 1204045 439+ 1.9 [ TaE02 a2dk14 1
|

] IEDa;-f E4}If|_£{§£ﬂ.9"‘ | 5.3+ 3.8"'__ ﬂ.i—E},-’l 54115

4, Coneclusions

Messurements on skin from suseeptible infected mice suggest that the pathogencity
of the T cruzd is correlated with its growth rete and with the amount of Fe de
tectable by XRF. S0, the emploved methodology sllows the measarement of Lhe
akin Fe comcentration during experimental Chages® disease.

Notes
i, Eemail: mameelosstevam@ vahoo, com, br

b Ermail: pingefisercomtbel.com. br

e, Fetnail: appolomdine br
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Evaluation of Fe employing X-Rey Floorescence Methodolagy (XRF) in mice skin

during acute phase of experimental infection with Trypenosoma erusd
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