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RESUMO

Tasso, Orion G. Comparacdo de desempenho do espectréometro portétil de
Fluorescéncia de Raios X utilizando alvos de Au e Ag para analise de
amostras na area da saude. 2022. 51p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
Nuclear) Instituto de Pesquisa de Energéticas e Nucleares — IPEN — CNEN/SP. Sao
Paulo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o desempenho do espectrébmetro portatil e
compacto de Fluorescéncia de Raios X (pFRX), para andlise de elementos
quimicos em amostras biolégicas de interesse na éarea da saude humana
(prioritariamente fluidos corpdreos como soro e urina) bem como para medicina
veterinaria, utilizando alvos de prata (Ag) e ouro (Au). O foco das comparacdes foi
direcionado as andlises quantitativas de elementos de relevancia clinica e
nutricional (prioritariamente a dosagem de Ca, Cl, Fe, K, P e S). Para este estudo
foram avaliados, para cada alvo, os parametros: linearidade, reprodutibilidade,
acuracia, sensibilidade e limite de deteccdo. Essas investigacfes permitiram a
realizacdo de um estudo comparativo entre os alvos com a finalidade de fornecer
subsidios que permitem a escolha adequada do alvo (Ag e/ou Au), agilizando as

medidas além de fornecer resultados mais precisos.

Palavras-chave: FRX, dosagem de ions, urina, soro, teste clinico



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the performance of the portable and compact X-ray
Fluorescence spectrometer (pXRF) for the analysis of chemical elements in
biological samples of interest in the health area (primarily body fluids, such as,
serum and urine) as well as for veterinary medicine using targets of the Silver (Ag)
and Gold (Au). The focus of the comparisons was directed to the quantitative
analysis of elements of clinical and nutritional relevance (mainly the dosage of Ca,
Cl, Fe, K, P, S, Br and Zn). For this study, the following parameters were evaluated
(for each target): linearity, reproducibility, accuracy, sensitivity and detection limit.
These investigations made it possible to carry out a comparative study between the
targets in order to provide subsidies that allow the appropriate choice of the target
(Ag and/or Au), speeding up measurements in addition to providing more accurate

results.

Word Keys: XRF, ion dosage, urine, serum, clinical test



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Exames empregados na pratica clinica convencional.......................... 12

Tabela 2 - Determinagdo da sensibilidade (S), limite de detec¢édo (LD) e desvio
padrao relativo (DPR) para Ca, Cl, Fe, K, P, S, Br e Zn (solu¢do padrao)............ 27

Tabela 3 - Concentracfes dos elementos medidos em soro pela técnica de FRXDE,
usando alvos de Ag e Au, e pelatécnicade AAN .......ccoooeeiiiiiiiiiiiii e, 32

Tabela 4 - Concentragcbes dos elementos medidos em urina pela técnica de
FRXDE, usando alvos de Ag e Au, e pelatécnicade AAN.............ceeeeeeeeieeeeee. 34



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Rato Wistar (esquerda); detalhes da dimensao da amostra (direita)....19

Figura 2 - Detalhes do posicionamento da amostra (solu¢cdo padrao) e geometria
de deteccéo. Dimenséao do arranjo compacto de FRX e das amostras em tamanho

1= | PR 20
Figura 3- Tela ilustrativa do software Amptek Mini-X Controller..............ccccvvvvenn. 21
Figura 4 - Tela ilustrativa do software de aquisicdo de dados: Dcc MCA Digital
A CGUISTEION ... 22
Figura 5 - Tela ilustrativa do software WinQXAS para analise de soro................. 22

Figura 6 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para Ca (100 - 600 G ML-1) .ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 23

Figura 7 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para Cl (500 - 1000 g ML=1) ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeiee e 24

Figura 8 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para K (500 - 1000 G ML-1) weuuiiiieiieieeiiie e e e e e e e e e e e e e e eeeneees 24

Figura 9 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para Fe (100 - 500 UG ML-1) . uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiseeesssneeseneeenaeees 25

Figura 10 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para P (500 - 1000 PG ML-1) wuuuiiiiiieeiiieiie e e e e e e e e e e e e eeeeens 25

Figura 11 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e
Au para S (500 - 1000 PG ML=1) ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 26

Figura 12 - Sensibilidade para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para os alvos Ag
L AU IV 111722 U To [0 I o] ol = 3 ST 28

Figura 13 — Limite de Deteccéo (LD) para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para
0S alvos Ag e Au, utilizando PFRX .......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 29

Figura 14 — Valores de Z-score para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para os
alvos Ag e Au, utilizando PFRX .....oooiiiiiiiiiiiiiieeee e 29

Figura 15 - Espectro de soro usando o espectrdmetro de FRX na condigédo
otimizada para o alvo Ag. O pico Argonio (Ar) € devido a sua presenca no ar. ....30

Figura 16 - Espectro de soro usando o espectrometro de FRX na condicéo
otimizada para o alvo Au. O pico Argbnio (Ar) € devido a sua presenca no ar. ....31

Figura 17 - Comparativo das concentracdes de P em soro pela técnica de FRXDE
Para 0S AIVOS 0E AQ € AUL. ....oiiiiii e e e 36

Figura 18 - Comparativo das concentracdes de S em soro pelas técnicas de FRXDE
(para 0s alvos de Ag € AU) € AAN. ..o 36



Figura 19 - Comparativo das concentracdes de Cl em soro pelas técnicas de
FRXDE (para 0s alvos de Ag € Au) € AAN. .....cooiiiiiiiiiii e 37

Figura 20 - Comparativo das concentra¢gdes de K em soro pelas técnicas de FRXDE
(para 0s alvos de Ag € AU) € AAN. ... 37

Figura 21 - Comparativo das concentracbes de Ca em soro pelas técnicas de
FRXDE (para 0s alvos de Ag € AU) € AAN. .....oooiiiiiiiiiie e 38

Figura 22 - Comparativo das concentracdes de Fe em soro pelas técnicas de
FRXDE (para 0s alvos de Ag € AU) € AAN. .....cooiiiiiiiiiii e 38

Figura 23 - Comparativo das concentracdes de P em urina pelas técnicas de
FRXDE (para 0S alvVOS d€ AQ € AU)....ccooiiieeeeeee e 39

Figura 24 - Comparativo das concentracdes de S em urina pelas técnicas de
FRXDE (para os alvos de Ag € Au) € AAN. .....cooiiriiiiiiii e 39

Figura 25 - Comparativo das concentracbes de Cl em urina pelas técnicas de
FRXDE (para os alvos de Ag € Au) € AAN. ..o 40

Figura 256 - Comparativo das concentracfes de K em urina pelas técnicas de
FRXDE (para 0s alvos de Ag € Au) € AAN. .....cooiriiiiiiiii e 40

Figura 27 - Comparativo das concentracdes de Ca em urina pelas técnicas de
FRXDE (para os alvos de Ag € Au) € AAN. ..o 41

Figura 28 - Comparativo das concentracfes de Fe em urina pelas técnicas de
FRXDE (para 0s alvos de Ag € Au) € AAN. .....cooiriiiiiiiie e 41



LISTA DE ABREVIATURAS

AAN: Andlise por Ativacdo com Néutrons

CERPq: Centro do Reator de Pesquisas

CNEN: Comisséo Nacional de Energia Nuclear

FRX: Fluorescéncia de Raios X

FRXDE: Fluorescéncia de Raios X por Dispersédo de Energia

IPEN: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares

LEER: Laboratorio de Espectroscopia e Espectrometria das Radiacdes

pFRX: Espectrdmetro portatil de Fluorescéncia de Raios X



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt s st 11
3 I V] 17 Vo= Lo U 13
1.2 ODJELIVO....cooiiiiiiiiieiiiee e 13

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ........oooeeeeveeeeeeeeeees s enssssesssessse s 15
2.1 Metodologia de Fluorescéncia de Raios X por Disperséo de Energia (FRXDE)
........................................................................................................................... 15
2.2 Avaliagédo do Desempenho do Espectrémetro Portatil de FRX.................... 16

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..ottt 19
3.1 Preparo das amOSIIAS. ........cccuuuiiiiiii e eeeeeeeiii e e et e e e e e e 19

3.1.1 Solugéo Padrao Certificada ...........coooeeeeeeiieieeeeee 19
3.1.2 Amostras biol0gicas de SOr0 € UMN@ .........ooeuuvririiieeeeeeeiiiiiieeee e e e e 19
3.2 Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X.......ccoovvvviiiiiiiieeeeeeveiiiiiic e, 20
3.3 AQUISICA0 € ANAlISE dE DAUOS .....cceeeiiiiiiiiiiiiiiie e 21

A RESULTADOS ...ttt e et e e r e e e ae e e e saeeanneeannes 23
4.1 Avaliacdo do Desempenho do Espectrometro Compacto de FRX .............. 23
4.2 Andlise das amostras bioldgicas de SOro € UriNa...........ccccvvveeeeeeeeeeeeiiinnnnee. 30

6 CONCLUSAD ..ottt 44

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviveieeeeeeeeesee e ses s enes s 45

B ANEXOS ..o 48



11

1 INTRODUCAO

Os ions e metais sao indispensaveis ao organismo e, embora estejam
presentes em pequenas quantidades, participam de varios processos metabdlicos
e fisioldgicos.

A presenca de ions e metais no corpo humano pode ser aferida em
analises laboratoriais convencionais de soro, plasma e urina e em analises
destrutivas como as bidpsias, sendo que a acurcia de cada método de analise
varia de elemento para elemento. O diagnéstico tradicional de certas disfuncdes
gue afetam significativamente a populacéo brasileira, como por exemplo, anemia,
cardiopatias, disturbios renais e outros, bem como os exames clinicos periodicos
(clinica preventiva, de pré-diagnostico e/ou de acompanhamento de tratamento)
podem demandar dias para obtencdo do resultado sendo, para boa parte da
populacdo, um processo oneroso. No caso das andlises convencionais [1], como
0s exames bioquimicos realizados em fluidos corpéreos (Tabela 1), nota-se que a
sua execucdo requer quantidades de amostra de no minimo 0,5mL de
soro/plasma/urina (por exame), bem como a necessidade de refrigeragdo das
amostras [2,3], além de ser um procedimento destrutivo. Portanto, a busca por
processos de andlises bioguimicas que possam minimizar os interferentes pré-
analiticos (transporte e armazenamento com refrigera¢do) e com isso permitir um
diagndstico mais rapido, preciso e com menor custo, é de fundamental importancia
em pratica clinica. Isso motivou a busca por metodologias alternativas.

Nos ultimos anos o Laboratério de Espectroscopia e Espectrometria das
Radia¢Oes (LEER), do Centro do Reator de Pesquisas (CERPQ/IPEN), tem utilizado
a técnica de Analise por Ativacao com Néutrons (AAN [2], para a investigacdo de
ions e metais em fluidos corpdreos como alternativa para analise clinica [3,4,5,6,7].
Essas medidas séo realizadas utilizando feixe de néutrons gerados no Reator de
Pesquisa IEA-R1 do IPEN. A principal vantagem do uso da técnica de AAN esta
relacionada com a possibilidade do uso de pequena quantidade de fluido corporeo

(100 a 500 pL) quando comparado com a analise convencional, ~1ml em média [1].
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Tabela 1 - Exames empregados na pratica clinica convencional.

Clinica Material |Elemento medido
Convencional / | Biolégico / / (Diagnc')sticos [8, 9]
Tipo analise | Quantidade Método [1]
Distirbios do metabolismo de Ca, como
Cal - .
e ; doencas neuroldgicas, ésseas (osteoporose ou
Calcio / soro /urina Eletrodo de ion . . )
. osteopenia) e do rim (calculo renal) (soro e
monoelementar 0,5mL Seletivo- soro; ) ) ) ~
Colorimeétrico - urina urina); Doenca de Paget, intoxicacéo por
vitamina D, sarcoidose (urina)
cl/ Avaliac&o da presséo osmética, do equilibrio
Cloro / soro / urina Eletrodo de fon  |hidrico, eletrolitico e acido basico (soro);
monoelementar 0,5mL Seletivo-soro; avaliacdo do metabolismo hidro-salino para
Colorimétrico- urina |controle de diuréticos (urina)
Fe/ Avaliacéo de anemia ferropriva,
Ferro / soro / urina o o A
Colorimétrico-soro |hemocromatose (soro); anemia hipocrémicas
monoelementar 1,0 mL - , ) L .
Quimica seca - urina | microciticas (urina)
K/ o L »
. Avaliacdo do equilibrio hidrico, eletrolitico e
o ) Eletrodo de lon | o . .
Potassio / soro / urina ] acido basico (soro e urina); nefropatias
Seletivo - soro | . o
monoelementar 1,0 mL o (insuficiéncia renal), cetoacetose diabética
Potenciometrico -
) (soro)
soro e urina
Avaliacéo de insuficiéncia renal, menopausa
Fosforo / soro / urina P/ mieloma mudltiplo, metastases 6sseas,
monoelementar 1,0 mL Colorimétrico  |deficiéncia de vitamina D (soro);
hipoparatiroidismo (urina)
Br/
Brom n S — ~ .
omo / sangue Colorimétrico Avaliacéo de alteracdes psicoticas do
monoelementar 3,0 mL
comportamento.
soro Zn/
Zinco / 2,0 mL/ Enzimatico Avaliagdo de insuficiéncia cardiaca cronica,
monoelementar urina colorimétrico osteosarcoma ou aterosclerose (soro);
50 mL toxicidade e deficiéncia (urina).
Br, Ca, Cl, Fe, K, ] Ca, Cl,K,Fe,Pe
soro / urina ] o ) .
P, S, Zn/ S/ Diagnésticos acima citados
) <50 pL
multielementar FRXDE **

** Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia
Fonte: Autor, 2022.
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O bom desempenho do método nuclear (AAN) motivou a procura por um
procedimento alternativo que viabiliza—se sua execucéo fora das dependéncias do
Reator de Pesquisa IEA-R1 do IPEN. Com base nesta necessidade a técnica de
Fluorescéncia de Raios X (FRX) vem sendo testada no LEER visando agregar a
possibilita de utilizar equipamento portéatil de FRX.

O presente estudo foi direcionado a investigar o desempenho de um
espectrometro portatil e compacto de FRX (pFRX), para avaliacdo quantitativa de
elementos quimicos entre 14 < Z < 35 (isto é, para elementos de niamero atémico
entre P e Br) utilizando alvos de Ag e Au, associado a um detector Si Drift e sem a
necessidade de vacuo (medidas em atmosfera de ar). Esta regido (14 < Z < 35)
abrange elementos de relevancia clinica e nutricional, tais como, P (Z= 15), S (Z=
16), Cl (Z=17), K (Z=19), Ca (Z= 20), Fe (Z= 26), Zn (Z= 30), Br (Z= 35).

O desempenho do espectrometro pFRX foi verificado, para cada alvo
(Ag e Au), por meio da avaliagdo dos parametros: linearidade, reprodutibilidade,
sensibilidade e limite de deteccéo, normalmente considerados para procedimentos

de validacdo em métodos analiticos [4,5,10,11].

1.1 Motivacao

Com a proposta de selecionar o alvo que melhor atenda as necessidades
de medida (dosagens de ions) em amostras de fluidos corpéreos (soro e urina) foi
realizada uma investigacdo comparativa do desempenho do espectrometro de
FRX, para cada alvo (Ag e Au), com foco na determinacdo quantitativa de
elementos de relevancia clinica e nutricional (prioritariamente Ca, Cl, K, Fe, P, S,
Br e Zn). Para essas avaliacfes foram utilizadas soluc¢des certificadas e amostras
de fluidos corporeos de soro e urina disponiveis no Banco de Amostras Biologicas
do Laboratorio de Espectroscopia e Espectrometria das Radiacbes (LEER do
CERPq) do IPEN.

1.2 Objetivo
Realizar um estudo comparativo do desempenho do espectrémetro pFRX, fazendo
uso de alvos de Ag e Au, para avaliacdo multielementar de amostras liquidas

depositado em substrato de papel.
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Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa multidisciplinar, de ambito
Institucional, denominado “Estudo da Distribui¢do de lons e Metais em Amostras
Biologicas: obtengédo dos valores de referéncia”, em andamento no LEER (IPEN)
em colaboracdo com Bancos de Sangue e Laboratérios Hematologicos de

diferentes regides do Brasil, Universidades e centros de Pesquisas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Metodologia de Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia
(FRXDE)

A técnica de FRXDE é baseada na excitacdo de uma amostra por raios X
provenientes de um tubo de raios X. A interacdo deste feixe de raios X com a
amostra faz com que o material (os elétrons na amostra) seja excitado e, no
processo de desexcitagdo, raios X caracteristicos do material sdo emitidos [12,13].
Utilizando-se detectores especificos para deteccdo de raios X é possivel detectar
e identificar os elementos quimicos presentes no material analisado. Os detectores
mais utilizados sdo os semicondutores do tipo “Silicon Drift” que possuem alta
resolucdo (energia), ou seja, a habilidade de separar as transi¢cbes energéticas Ka
—Kp ou La-Lp dos raios X caracteristicos dos elementos presentes na amostra

analisada, facilitando deste modo a analise quali-quantitativa.].

A quantificacdo dos elementos quimicos presentes no material analisado

€ determinada utilizando a seguinte equacao:

| =C.S-A

onde:

C representa a concentracdo (em fracéo);

I aintensidade liquida,

S a sensibilidade do dado elemento;

A’ representa o fator de absorcao, podendo ser igual a 1 para amostras finas

ou igual:

5 Para amostras espessas, sendo:
XPo

P, a densidade

D a espessura da matriz

y 0 coeficiente de absorcéo total da matriz, dado pela equagéo:
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__ Mo LM
sen(d,) sen(6)

V4

onde u, e u s&o os coeficientes de absorcdo da matriz para as energias das

radiacfes incidente e do raio-X caracteristico, respectivamente

0,e 6 sao os angulos das radiagfes incidente e emergente, respectivamente, em

relagdo a superficie da amostra.

Particularmente no caso de analise de amostras liquidas depositadas
em papel pode-se considerar as amostras como finas facilitando sua quantificacao.
Pode-se também associar nesta analise o uso de padrées liquidos com
concentracbes conhecidas que irdo auxiliar a analise quantitativa através de

relacdo linear entre a medida do padrdo e amostra analisada [14].

2.2 Avaliacdo do Desempenho do Espectrémetro Portatil de FRX

A performance do espectrometro pFRX foi verificada pela avaliacéo
dos parametros: linearidade, reprodutibilidade, acuracia, sensibilidade e limite de

deteccao utilizando solucao padrao certificada [10, 11, 14].

Linearidade: O procedimento matematico conhecido como regressao linear é
utilizado para estimar os coeficientes angula (a) e linear (b) da curva de calibracao,

usualmente expressa por:
Y =ax +b

onde:
Y: intensidade do analitico (medido experimentalmente)

X: a concentracdo da solucéo padrao

Precisdo: Pode ser avaliada pela repeticdo das medidas em circunstancias
similares. A precisdo do método é considerada satisfatoria quando os valores de

desvio padréo relativo (DPR) é abaixo de 10%.
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DPR % = DPdet/ Vet

onde
SDdet : desvio padrdo do valor determinado experimentalmente

Vet : Valor determinado experimentalmente

Acurécia ou exatidao: Pode ser verificada a partir do teste Z-score que avalia a
concordancia das medidas em fornecer resultados proximo ao valor verdadeiro (de
um padréo certificado). A avaliacdo do teste Z-score é considerada satisfatéria para
valores de | Z |< 2; valores de 2<| Z | <3 s&o questionaveis; valores de |Z | >3 sédo

insatisfatorios.

Z-score = (Vdet - Veert) / \/(DPdetZ + DPcert?)

onde:
Vet: Valor determinado
Veert: Valor certificado

SD: Desvio Padrao

Sensibilidade (S): para cada elemento (i) sera obtido pela relagéo

onde:
li € a intensidade do raio X caracteristico (expresso pela area) de cada elemento
inorganico (i);

Ci € a concentragdo associada a cada elemento;

Limite de deteccdo: E a menor concentracdo que pode ser determinada

(distinguida da radiacéo de fundo) com acuracia e precisao.

LD = s \/|BG It



onde:

LD = Limite de deteccédo para o analito

Isc = Intensidade (cps) do background sob o pico do analito
Si = sensibilidade do analito

t = tempo de excitacdo/deteccéao.

18
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Preparo das amostras

3.1.1 Solugéo Padréo Certificada
O procedimento para o preparo das amostras reduz-se a depositar (gotejar) uma

gota de solucao padréo em papel de filtro (Whatman — n°® 42). As amostras (solugéo
padrao) foram preparadas em duplicata.

3.1.2 Amostras biolégicas de soro e urina
O mesmo procedimento foi empregado para o preparo das amostras de soro e

urina. Para este estudo foram utilizadas amostras de 3 ratos Wistar (Figura 1,
provenientes do Banco de Amostras Biolégicas do LEER. Essas amostras
compdem um estudo direcionado a analise de elementos quimicos em soro e urina
de ratos Wistar (animal de experimentacéo) que foram submetidos a insuficiéncia
renal aguda (IRA), uma queda abrupta no fluxo sanguineo renal. As amostras de
soro e urina foram coletadas antes, durante e apds a indugédo de IRA [15], em

triplicata.

Figura 2 — Rato Wistar ( esquerda ); detalhes da dimens&o da amostra (direita)

Fonte: LEER, 2022.
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3.2 Espectrémetro de Fluorescéncia de Raios X

O espectrometro portati de FRX (modelo X-123 SDD Complete X-Ray

Spectrometer - Amptek®) é constituido de um mini tubo de raio X, cujo alvo pode

ser de Ag ou Au, com tensOes variaveis de 10 a 50 kV e corrente de 5-200 pA,
associado a um detector semicondutor de silicio do tipo “Si Drift” (25 mm? x 500
Mm) com janela de Berilio de 12,5 ym), o qual é acoplado a um sistema de
refrigeracdo. Esta adaptacao (refrigeracdo do detector) foi feita para possibilitar o
uso do espectrémetro por longos periodos (horas consecutivas de aquisicao); trata-
se de uma recomendacdo do fabricante. As medidas foram realizadas em
atmosfera de ar. O espectrOmetro pesa ~ 750 g e 0 conjunto espectrometro mais

computador requer pouco espaco (Figura 2).

Figura 2 - Detalhes do posicionamento da amostra (solucdo padrdo) e geometria de
deteccado. Dimenséo do arranjo compacto de FRX e das amostras em tamanho real.

Porta amostra de acrilico

Dimensao da amostra

Tubo de Raio X

Detetor

Fonte: Autor, 2022.
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3.3 Aquisicao e Analise de Dados

As medidas de FRXDE foram realizadas utilizando as amostras depositadas em papel
de filtro. As intensidades fluorescentes foram detectadas e os espectros construidos

usando softwares dedicados [16]:

l. Software Amptek Mini-X Controller: permite o controle do tubo de raios X,

definindo valores para diferenca de potencial (kV) e corrente aplicada (uA) (FIGURA 3).

Il. Software Dcc MCA Digital Acquisition: permite o controle de operacao do detector,
do multicanal e do amplificador; por este software é possivel estabelecer o ganho de

amplificacéo e o tempo de aquisicdo (FIGURA 4).

Todas as medidas foram realizadas utilizando a intensidade da linha Kq, bem
estabelecida na literatura [17]. A analise espectral foi realizada utilizando o programa
WinQxas [18]. Para ilustrar, na FIGURA 5 é apresentada uma analise de espectro do
soro utilizando alvo de Ag para condicdo de medida de corrente de 10 pA, tensao de 40

kV e tempo de contagem de 300 s.

Figura 3- Tela ilustrativa do software Amptek Mini-X Controller
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Ex
Cument Mondor 10 0uA \"
Boad ~ =
G5 - Temp -

o

Mird< Controller ieady

Fonte: Autor, 2022.



Figura 4 - Telailustrativa do software de aquisi¢cdo de dados: Dcc MCA Digital Acquisition

SHAUE woirrlaBDrRI LS @ W L

OF% o Yesen)

Ty 97 Vean
[ o
Chamass 204

20er LD Themh S.00% F8

Fawt Thowen 3204
Posn Towe 10208

G (LT
G Dwtn
Frwn o Vote

- Proma
Accwn Tove 300,50
et Toww 20000

Tonst Comnd 837004
o Conent 343,478

w»
et e AL
Dot v 4198
Sewt BIAZDIN VeI I4
Saen.  dnconnecied

o
o s
ot (30
rvana g
- A
ity

w2 ot e
Grons Area
Dot Toww 79K
Owe. Y v

Corves [y UM e
Chanar e e e
. .
e e TN
' P - -

Fonte: Autor, 2022.

Figura 5 - Telailustrativa do software WinQxas para analise de soro

Fonte: Autor, 2022.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo do Desempenho do Espectrémetro Compacto de FRX

A performance do espectrdmetro de FRX foi verificada pela avaliacdo dos
parametros: linearidade, reprodutibilidade, acuracia, sensibilidade e limite de

deteccao utilizando solucao padrao certificada [14].

Para a calibracdo do espectrdmetro, utilizando os alvos de Au e Ag, solucbes
padréo contendo concentracdes variadas de Ca, Cl, Fe, K, P e S foram preparadas
em duplicata. Para cada amostra de solugao padréo, trés repeticdes foram feitas
usando 30 kV de corrente de 5 pA e 300 s de tempo de excitagdo. As medidas
foram realizadas utilizando a intensidade da linha Kq. Para ilustrar o comportamento
linear dessas calibracfes sdo apresentados as FIGURAS 6 a 11 que correspondem
a calibracéo do pFRX para os elementos Ca, Cl, K, Fe, P e S, respectivamente. Em
cada figura é apresentado o valor do ajuste linear obtido para o alvo de Ag (em
linha tracejada) e o valor do ajuste linear obtido para alvo de Au (em linha continua).
Nessas figuras a area (eixo y) é expressa em contagens por segundos (cps) e a

concentracdo dos elementos (eixo x) em pg mL™.

Figura 6 - Retas de calibracdo do espectrobmetro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para Ca
(100 - 600 pg mL-1)
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 7 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para Cl

Cl intensity, cps

(500 - 1000 pg mL-1)
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Fonte: Autor, 2022
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Figura 8 - Retas de calibracdo do espectrémetro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para K
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 9 - Retas de calibragcdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para Fe
(100 - 500 pg mL-1)
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 10 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para P
(500 - 1000 pg mL-1)
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 11 - Retas de calibracdo do espectrometro de FRX utilizando alvos de Ag e Au para S
(500 - 1000 pg mL-1)
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Fonte: Autor, 2022.

A precisdo do método foi verificada através do célculo do Desvio Padrdo Relativo
(DPR, em %) para a concentracdo de 10 amostras preparadas utilizando solucao
padrdo. Os resultados, expressos pelo valor médio (VM); desvio padrdo (DP);
sensibilidade (S) e limite de deteccao (LD), sédo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Determinacé&o da sensibilidade (S), limite de detecc¢éo (LD) e desvio padréo relativo
(DPR) para Ca, ClI, Fe, K, P, S, Br e Zn (solucéo padrao)

Elemento, | VMst1DPs VMdetx1DPdet DPR S LD
(keV) ug mL2 ug mL- % Cprsntg-l r:fl Z-score

Alvo
Cl (2,62)
Ag 1006 £ 5 1003 £ 21 2,1 0,030 218 -0,14
Au 1045 £ 53 51 0,054 440 0,73
Ca (3,69)
Ag 1000 + 10 986 + 20 2,0 0,034 449 -0,63
Au 1026 £ 51 5,0 0,017 279 -0,50
K (3,31)
Ag 1000 £ 10 980 + 25 2,6 0,038 212 -0,74
Au 1020 £ 51 5,0 0,017 311 0,38
Fe (6,40)
Ag 10032154 10050 + 310 3,1 0,048 301 0,06
Au 10025 + 64 0,6 0,082 132 -0,08
P (2,02)
Ag 1000 + 10 97371 7,3 0,004 1516 -0,38
Au 924 + 112 12,1 0,001 3324 -0,68
S (2,31)
Ag 10100 + 30 10225 + 98 1,0 0,003 1890 1,22
Au 10077 + 149 15 0,001 2823 -0,15
Zn (8,64)
Ag 9990 + 50 10011 £ 26 0,3 0,045 451 0,37
Au 10214 + 538 53 0,080 342 0,41
Br (11,908)
Ag 10020 + 40 10153 + 294 2,9 0,009 1263 0,45
Au 9404 + 741 7,9 0,015 766 -0,83

VMs + 1DPs: valores certificados

VMdet + 1DPdet; valores determinados
Fonte: Autor, 2022.
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Na Tabela 2 os valores determinados (VMdet + 1DPdet) S0 satisfatorios (-2< Z <2)
para todos os elementos em ambos os alvos. Com relacéo a precisdo somente para
0 P (Ka =2,02 keV), utilizando alvo de Au, o DPR esta acima de 10%, o que esta
relacionado com a interferéncia da linha Ma1 (2,1 KeV) proveniente do tubo de Au.
Com relacéo ao Limite de Detecéo a utilizacdo do alvo de Ag é significante melhor
para regido de energia de P (Ka = 2,02 keV) e S (Ka = 2,31keV), 0 que também esta

relacionado com a interferéncia do alvo de Au da linha Ma1 (2,1 keV).

O comportamento da Sensibilidade (S) em funcdo do numero atdbmico (Z) é
apresentado na FIGURA 12 e evidencia a maior sensibilidade para Fe (Z=26) em

ambos os alvos, 0 que € compativel com modelo do equipamento em questao

(modelo X-123 SDD Complete X-Ray Spectrometer da Amptek®) [10].

Figura 12 - Sensibilidade para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para os alvos Ag e Au,
utilizando pFRX
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Fonte: Autor, 2022.
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Para ilustrar, nas FIGURAS 13 e 14 sdo apresentados os valores de limite de

deteccao (LD) e do parametro Z- score, respectivamente.

Figura 13 — Limite de Deteccéo (LD) para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para os alvos Ag
e Au, utilizando pFRX
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Figura 14 — Valores de Z-score para os elementos P, S, Cl, K, Ca e Fe, para os alvos Ag e
Au, utilizando pFRX
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Fonte: Autor, 2022.
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4.2 Anélise das amostras biolégicas de soro e urina

Para realizacdo dessas medidas foram utilizadas amostras de soro e urina
de trés ratos Wistar, coletadas antes (n1), durante (n2) a ap6s (n3) o procedimento
de IRA, em triplicata. As amostras foram submetidas as seguintes condi¢cfes de
excitacao: 30 kV e 5 YA para tempo de excitacdo de 600 s. Essas medi¢cdes foram
realizadas com o objetivo de estabelecer uma condicdo de medicdo otimizada, ou
seja, a determinagdo simultanea de Ca, CI, Fe, K, P e S. As FIGURAS 15 e 16
ilustram os espectros de soro usando o espectrdbmetro de FRX, na condicdo

otimizada de medida (30 kV, 5 YA, 600 s) para alvos de Ag e Au, respectivamente.

Figura 15 - Espectro de soro usando o espectrometro de FRX na condi¢&o otimizada para o
alvo Ag. O pico Argdnio (Ar) € devido a sua presenc¢ano ar.
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 16 - Espectro de soro usando o espectrometro de FRX na condi¢&o otimizada para o
alvo Au. O pico Argdnio (Ar) é devido a sua presencano ar.
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Fonte: Autor, 2022.

Nas Tabelas 3 e 4 as concentracdes dos elementos medidos em soro e urina antes
(n1) durante (n2) e apds (n3) a inducdo de IRA, usando alvos de Ag e Au, sdo
apresentadas como valor médio (VM) e desvio padrdo (+1DP) das analises em
triplicata. Os dados obtidos pela técnica de Analise por Ativacdo com Néutrons AAN
foram incluidos para comparacdo. Para ilustrar, nas FIGURAS de 17 a 28, é
apresentado um comparativo dos resultados das andlises para os elementos
determinados em soro e urina pelas técnicas de FRXDE (para os alvos de Ag e Au)
e AAN (ANEXO A).
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Tabela 3 - Concentrac8es dos elementos medidos em soro pela técnica de FRXDE, usando

alvos de Ag e Au, e pela técnica de AAN

Andlise de soro

Elementos
N FRX-Ag FRX-Au AAN
Ca, g/L
N1 0,577 0,035 0,565 + 0,025 0,644 + 0,066
Nz 0,350 + 0,021 0,391 + 0,018 0,448 + 0,045
N3 0,312 + 0,019 0,381 + 0,017 0,366 + 0,037
Cl, g/L
N1 3,76 + 0,17 3,82 +0,15 4,07 £ 0,16
nz 3,53+0,16 3,23+0,13 3,99 + 0,16
N3 2,93+0,13 2,97 +0,12 2,76 + 0,11
Fe, g/L
N1 0,053 + 0,003 0,045 + 0,003 0,059 + 0,009
n, 0,100 + 0,005 0,080 + 0,005 0,098 + 0,015
N3 0,101 + 0,005 0,092 + 0,006 0,099 + 0,015
K, g/L
N1 0,240 £ 0,031 0,220 + 0,019 0,231 + 0,020
n, 0,224 + 0,029 0,200 + 0,018 0,177 + 0,016
N3 0,207 £ 0,020 0,211 + 0,019 0,189 + 0,017
P, g/L
N1 0,099+ 0,012 0,083 + 0,017 nd
N2 0,083 £ 0,010 0,055 + 0,011 nd
N3 0,065 + 0,008 0,067 + 0,013 nd
S, g/lL
N1 2,06 £ 0,20 1,92 +0,24 2,20+ 0,26
Nz 2,15+ 0,21 2,35+0,30 2,23+0,27
N3 1,69£0,16 1,92 +£ 0,23 1,87 £ 0,21

ni: identifica cada etapa de coleta de amostra no processo IRA, onde:
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i=1 antes

i = 2 durante

i =3 depois
sendo que cada resultado é expresso pela média das amostras preparadas em
triplicata

nd: ndo determinado
Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 4 - Concentragdes dos elementos medidos em urina pela técnica de FRXDE, usando

alvos de Ag e Au, e pela técnica de AAN

Andalise de Urina

Elementos RX-Ag FRX-Au AAN
ni
Ca, g/L
Ny 0,480 + 0,040 0,420 + 0,019 0,456 + 0,073
n2 0,346 + 0,029 0,330 + 0,015 0,382 + 0,061
N3 0,300 + 0,025 0,361 + 0,016 0,311 + 0,050
Cl, g/L
Ny 3,02 + 0,09 3,30+ 0,13 2,75+0,14
n2 5,20 + 0,16 5,04 + 0,20 4,98 + 0,28
N3 5,10 + 0,15 5,73+0,22 5,36 £ 0,31
Fe, g/L
N1 0,035 + 0,010 0,032 + 0,010 0,028 + 0,003
N2 0,035 + 0,010 0,032 + 0,010 0,028 + 0,003
N3 0,032 £ 0,010 0,034 + 0,011 0,030 + 0,004
K, g/L
ny 3,40+ 0,31 3,27 £ 0,16 3,14 +0,24
N, 8,62 +0,78 8,09 £ 0,40 8,12 +£ 0,63
N3 7,88 +£0,71 9,01 +0,45 9,89 + 0,76
P, g/L
N1 0,85 + 0,05 0,42 + 0,09 nd
na 2,41 + 0,15 1,54+0,34 nd
N3 2,71 +£0,17 2,79 £ 0,53 nd
S, g/L
ny 1,88 £0,13 2,20+ 0,22 2,32 +0,28
Nz 7,46 + 0,53 6,82 + 0,68 7,00 + 0,50
N3 3,52 +0,25 4,46 + 0,45 3,83+0,39

ni: identifica cada etapa de coleta de amostra no processo IRA, onde:
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=1 antes

i = 2 durante

i =3 depois
sendo que cada resultado é expresso pela média das amostras preparadas em
triplicata

nd: ndo determinado
Fonte: Autor, 2022.
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Figura 17 - Comparativo das concentracdes de P em soro pela técnica de FRXDE para os
alvos de Ag e Au.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 18 - Comparativo das concentracées de S em soro pelas técnicas de FRXDE (para os
alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 19 - Comparativo das concentracdes de Cl em soro pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.

Comparativo entre técnicas: SORO

6
4
_ I
Y
o I Ag
(@)
2 mAu
H AAN
0
nl n2 n3

amostras de soro

Fonte: Autor, 2022.

Figura 20 - Comparativo das concentragdes de K em soro pelas técnicas de FRXDE (para os
alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.



38

Figura 21 - Comparativo das concentracdes de Ca em soro pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 22 - Comparativo das concentracdes de Fe em soro pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 23 - Comparativo das concentracdes de P em urina pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au).
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Figura 24 - Comparativo das concentracdes de S em urina pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.
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Figura 25 - Comparativo das concentracdes de Cl em urina pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 3 - Comparativo das concentracdes de K em urina pelas técnicas de FRXDE (para os
alvos de Ag e Au) e AAN.

Comparativo entre técnicas : URINA
12,00

8,00

Ag
W Au
4,00
| - B
0,00
nl n2 n3

amostras de urina

K, g/l
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Figura 27 - Comparativo das concentracdes de Ca em urina pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 28 - Comparativo das concentracdes de Fe em urina pelas técnicas de FRXDE (para
os alvos de Ag e Au) e AAN.
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Fonte: Autor, 2022.

A andlise estatistica utilizando o teste t de Student (ANEXO B) foi
aplicado para o nivel de significancia de 0,05, para as concentracfes medidas pelos
alvos de Ag e Au (Tabelas 3 e 4) e os resultados foram considerados concordantes.

Entretanto, quando esta avaliacdo é feita em funcéo técnicas (FRX e AAN) o
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resultado para as concentragdes de Ca, em soro e urina, foram considerados
estatisticamente diferentes (p < 0,05), o que pode ser atribuido ao significante

desvio padrédo da medida de AAN comparativamente aos dados obtidos por FRX.

Um aspecto importante a considerar clinicamente, € que a analise
comparativa considerando o valor médio das concentracdes medidas apresentadas
nas Tabelas 3 e 4 (referentes as FIGURAS 17 a 28) entre as técnicas de FRX
(alvos de Ag e Au) e AAN, considerando + 2DP usualmente adotado em exames
clinicos, apresenta concordancia para os elementos investigados (Ca, Cl, K, Fe e

S) nas amostras de soro e urina.
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5 DISCUSSAO

As avalicbes realizadas em soro e urina atestam a aplicabilidade da
metodologia analitica multielementar (FRXDE), de alta precisdo e sensibilidade
dentro de padrdes de qualidade exigidos (Boas Préticas de Laboratério — BPL), em
andlises de amostras liquidas depositado em substrato de papel.

Pretende-se ampliar o uso da técnica de FRXDE. A expectativa €, a
curto-médio prazo, apresentar medidas concretas que poderdo ser implantadas na
area da saude, contribuindo para reducdo das desigualdades e fortalecimento de
acOes no ambito social, gerando melhorias na qualidade de vida de populagbes
carentes, bem como no ambito econémico em funcéo de sua aplicabilidade com
menor custo.

De acordo com o ultimo Programa Nacional de Controle de Qualidade
em Laboratorios e Bancos de Sangue (ProEx/2022) [19] 66,5% dos recursos
laboratoriais se concentram na regifes sul e sudeste, enquanto 5,8 % atendem toda
demanda de regido norte. Uma avaliacdo em termos populacionais mostra um
déficit significativo desses recursos clinicos para regido norte, demanda que podera
ser atendida fazendo uso desta alternativa, focando o atendimento em regides
ribeirinhas, vilarejos e comunidades indigenas afastadas de centros urbanos,
normalmente desprovida até de energia elétrica.

Além disso, outras areas da salude também poderdo ser beneficiadas,

tais como:

i) medicina de pré-diagnostico: Propor maior eficiéncia e rapidez no pré-diagnostico

de disfun¢des de alta prevaléncia na populacéo brasileira.

i) uso na medicina veterinaria: Outra contribuicdo importante esta direcionada ao
estudo da composi¢cdo multielementar de fluidos corpéreos de animais de
experimentacéo de pequeno porte (tais como, camundongos, ratos, hamsters, etc),
gerando conhecimento original do mecanismo da interdependéncia entre

elementos essenciais e ndo essenciais.

Em complemento, este procedimento servira também para investigar
outras amostras biologicas podendo ser Gtil também em investigacdes nas areas

de Toxicologia, Imunologia, Genética, dentre outras.
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6 CONCLUSAO

O desempenho do espectrémetro portatil de Fluorescéncia de Raios X
(pPFRX), para os alvos de Ag e Au, foi avaliado pelos parametros: linearidade,
reprodutibilidade e acuracia. Os resultados obtidos mostraram—se satisfatérios para
as avalicbes realizadas em material certificado (solucdo padrédo certificada)
atestando sua aplicabilidade de uso em andlises de amostras liquidas depositado

em substrato de papel.

O desempenho do espectrometro pFRX, utilizando alvos com alvos de
Ag e Au, mostrou-se também promissor para dosagem simultanea de Ca, Cl, Fe,
K, P e S em fluidos corpdreos (soro e urina) requerendo uma pequena quantidade
de amostra (uma gota), rapidez na analise (minutos), bem como simplificac6es no
preparo e armazenamento da amostra, quando comparados com as técnicas
convencionais que necessitam de armazenamento sob refrigeracdo, compdem

procedimento destrutivo e de maior custo.

Outra vantagem a destacar, com relacdo ao emprego do procedimento
alternativo de FRXDE para dosagem de ions, € a viabilidade de repeticdo das
analises, pois esta técnica possibilita um procedimento ndo destrutivo de analise.
Além disso, os resultados das concentracdes (Ca, Cl, Fe, K, P e S) fornecem
subsidios que permitem a escolha adequada do alvo (Ag e/ou Au), agilizando as

medidas além de fornecer resultados mais precisos.

Finalmente, um estudo comparativo das andlises de fluidos corp6reos
entre as técnicas de FRX (para os alvos de Ag e Au) e AAN, mostrou
compatibilidade para o teste t de Student (p>0,05), para P, S, Cl, K e Fe,
enfatizando o bom desempenho do espectrometro pFRX para pratica clinica.
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ANEXO 1 - Metodologia de AAN

O método denominado Analise por Ativacdo com Néutrons (AAN) consiste em irradiar
um material utilizando néutrons produzidos a partir de um reator nuclear ou fontes de
néutrons. Cada elemento constituinte do material ao tornar-se radioativo emite uma
radiacdo gama (y) caracteristica, com energia de emissdo bem estabelecida. A partir
da medida de radiacdo emitida por esses nucleos radioativos é possivel obter
informacdes da composicdo do material ativado através das andlises qualitativas e
quantitativas dos elementos quimicos presentes na amostra [2,20].

No método de ativacdo, denominado instrumental (AANI), a amostra e o padréo
(material de referéncia com teor conhecido dos elementos a serem determinados)
devem ser irradiados sob a mesma intensidade do feixe de néutrons garantindo assim
as mesmas condic¢des de irradiacdo. A equacéo geral que fornece a atividade induzida

por um fluxo de néutrons é expressa por:

A= NA.(p.o‘.m.f.F. (1 _ e_ATl') (1)
M

onde:
N4: numero de Avogadro (tabelado);
fluxo de néutrons;

seccdo de choque de ativacdo (tabelado) [21];

Q

m: massa da amostra;

f: fracdo do is6topo que ira sofrer a ativacao;
F: fracdo do elemento ativado;

Ti: tempo de irradiacao;

M: massa atébmica do elemento;

A constante de desintegragao (tabelado) [22].
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Desta forma, a razdo entre as atividades (amostra e padrao) reduz-se a,

Aam — mam (2)
Apa  Mpqg

A,m:. atividade da amostra;
Apq: atividade do padréo (conhecida);
mg,: Massa do elemento na amostra (estabelecida);

myq. Massa do elemento no padréo (estabelecido).

Conhecendo a atividade da amostra é possivel calcular a concentracdo do elemento
através da equacao (3), inserindo um fator de corre¢cédo devido a diferenca de tempo
entre a medida do padrao e da amostra.

Agm Mpd At (3)

C e
am . .
Apd Mam

pd:

C,m: concentracao do elemento na amostra;

Cpq: concentracdo do elemento no padréo (conhecido);

A,m: areadatransicdo gama referente a amostra (calculada pelo programa IDF) [23];
Apq. areada transicéo gama referente ao padréo (calculada pelo programa IDF) [23];
pa- Massa do padréo;

Mgy Massa da amostra;

A: constante de desintegragao (tabelado [22]);

t: intervalo de tempo entre o término da contagem do padréo e o inicio da contagem

da amostra.

Desta forma obtém-se a concentracdo dos elementos ativados nas amostras em

questao.
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ANEXO 2 - Distribuicéo t-student

Para realizar a comparacao entre as médias das concentracdes em sangue

total para os grupos investigados (G1, G2 e GC) foi utilizado o teste t-student

X1 — X3
t, = —
2 2
51,52
n, n

onde:
X1 € x,. expressam as médias obtidas entre os grupos investigados;
s? e s? expressam as variancias associadas as médias investigadas;

n, € ny: ndmero de amostras.
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