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RESUMO

O Laboratorio de Espectroscopia e Espectrometria das Radia¢des (LEER)
realiza pesquisas em Fisica Aplicada na area da saude, nutrigdo, meio ambiente e
correlatas utilizando técnicas nucleares e atomicas. As investigagdes sdo realizadas
utilizando as técnicas de Espectroscopia e Espectrometria de raios gama, Ativacao
Neutronica e Fluorescéncia de Raios-X. O LEER atua também na area de Ensino
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em Fisica, na implementa¢do de métodos didaticos e na divulgagdo cientifica da
fisica das radiagdes. Estas atividades envolvem estudantes de todos os niveis, de
Iniciag¢do Cientifica ao Doutorado, bem como Pos — doutorando e Cooperacdes
de ambito Nacional e Internacional com Institui¢des de referéncia (IF-USP, IBu,
Unisa, UFF, Unifesp, HU-USP, Unicid, Unicamp, UNSL/San Luis-Argentina e
Udelar/Montevideo-Uruguay). O programa de atividades estabelecido no LEER
caracteriza-se pela interagdo entre as diferentes areas da ci€ncia que atuam no
ambito da satide e meio ambiente, incluindo: Elaboracao de propostas tecnologicas
para a melhoria da qualidade vida de populacdes carentes e desprovidas de atendi-
mento médico; Caracterizacdo multielementar de novos medicamentos, vacinas e
soros (antivenenos); Elaboracdo de propostas que possam suprimir/minimizar ou
agregar melhorias no uso de modelos animais; Estudo das alteracdes ecologicas
e 0s processos ambientalmente danosos relacionando-os ao ecossistema que
incorporem as dimensoes fisicas, quimicas e toxicoldgicas. Esses temas compdem
monografias, dissertagdes e teses contribuindo para formagao recursos.

1. INTRODUCAQ

O Laboratério de Espectroscopia e Espectrometria das Radiacdes (LEER),
desde sua implantagdo em 2005, atua na area da satde publica em varias vertentes.
Essas pesquisas envolvem o uso de técnicas analiticas para o desenvolvimento de
procedimentos alternativos que auxiliam a caracterizagdo de patologias diversas
e monitoramento de tratamentos. Varias disfungdes podem ser monitoradas por
meio da avaliagdo da variagdo da concentracdo especifica de ions em fluidos
corporais. O know-how desenvolvido, visando ao emprego de néutrons para
realizacdo desses exames clinicos (dosagem de ions), permite seu uso em diversas
areas, como: Anatomia Patoldgica, Patologia Clinica e Hematologia atuando como
ferramenta para pré-diagnostico.

Nos tltimos anos, a técnica de Andlise por Ativagdo com Néutrons (AAN)
tem sido empregada no LEER na realizagdo de analises bioquimicas, em humanos
e animais de experimentagdo, com um diferencial importante: o uso de sangue
total. Em decorréncia, este procedimento clinico alternativo agrega simplificagdes
e vantagens, comparativamente aos procedimentos usuais (elaborados com soro
[1]), a saber:

» utilizagdo de sangue total (clinica convencional utiliza, principalmente, soro
e plasma) o que dispensa o uso de anticoagulantes excluindo, portanto, a
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necessidade de separagdo soro — sangue o que reduz significativamente a
quantidade de sangue a ser coletada (gotas);

» facilidades na realizagdo dos testes bioquimicos quando a quantidade de
amostras € escassa;

» determinacdo simultanea da concentragdo de varios ions de relevancia
clinica e nutricional, o que ndo ¢ possivel pelos procedimentos clinicos
convencionais (requerem no minimo 0,1 ml soro ou plasma por analise de
ion);

+ viabilidade de seu emprego em analises de demais fluidos corporeos (soro,
urina e saliva);

* precisdo analitica para andlise quantitativa de amostras e facilidade de
manejo;

» procedimento ndo destrutivo: a amostra pode ser reavaliada sempre que
requerido;

« armazenamento sem a necessidade de refrigeragao;

 reducdo do rejeito hospitalar, pois elimina-se uso de vidraria, reagentes
e anticoagulante, o que também minimiza os interferentes pré-analiticos
(transporte, centrifugacdo, armazenamento).

Fazendo uso desta alternativa, o LEER atua, prioritariamente, em duas
tematicas: pratica clinica para uso em medicina de pré-diagnostico e na medicina
veterinaria na realizacgdo de testes in vivo de modelo animal.

1.1 Prdtica Clinica

A utilizacdo da técnica de AAN na analise de fluidos corpdreos auxilia pes-
quisas na area da saude, tanto no entendimento como no diagnostico de patologias
diversas, além de beneficiar areas correlatas como: clinica pediatrica, medicina
esportiva e odontologica, nutricdo, imunologia, genética, dentre outras. Sao varios
os resultados ja obtidos; uma sintese ¢ apresentada a seguir.

Uso na medicina laboratorial com o objetivo de propor maior eficiéncia
e rapidez no pre-diagnostico de disfungdes de alta prevaléncia na populacao
brasileira, caso da anemia ferropriva e hemocromatose, com foco na dosagem de
ferro em sangue total [2].

Uso na clinica pediatrica para agregar benificios a pratica clinica realizada
em criangas, principalmente as prematuras e recém-nascidos. A dimensao deste
problema na clinica pediatrica pode ser avaliada quando se considera que um
recém-nascido de 3 kg tem entre 280 ml a 300 ml de sangue, enquanto um
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prematuro de ~lkg tem da ordem de 180 a 200 ml de sangue. Em decorréncia, as
coletas de sangue para exames laboratoriais € funcionais na pratica pediatrica sao
as principais causas das transfusdes em criangas prematuras pois, dependendo da
disfuncao ou tratamento a crianga pode necessitar de duas a trés coletas por dia
(~9,2% dos nascimentos no Brasil sdo prematuros). Portanto, o estabelecimento de
métodos alternativos, como o emprego da técnica de AAN, focando principalmente
o uso de pequena quantidade de sangue, contribui com ag¢des para humanizar o
atendimento de satde dos neonatos garantindo precisao diagnostica com o minimo
sofrimento e exposi¢ao a riscos [3].

Uso na medicina esportiva com foco na avaliagdo de atletas submetidos a
atividade fisica intensa e/ou de longa duragdo, dada a necessidade desses exames
clinicos serem realizados com frequéncia semanal e, por vezes, durante o a
realizagdo do treino diario. Essas andlises sanguineas podem ser utilizadas como
avaliacdo complementar do status clinico de atletas bem como para a proposi¢ao
de novos protocolos de avaliagdo, ainda ndo descritos na literatura [4-7].

Uso em pacientes com disfuncdo renal. Esta alternativa atende também a
avaliacao clinica de pacientes que necessitam de tratamento dialitico. De acordo
com o ultimo Censo Brasileiro de Nefrologia, mais de 120 mil pacientes estdo
em didlise no pais. Atualmente, mais de 750 unidades atendem pacientes com
problemas renais, o que requer varios exames bioquimicos em soro (antes a apos
a didlise) ou seja, coletas sucessivas de sangue, principalmente para pacientes que
realizam didlises varias vezes por semana. As andlises em sangue total realizadas
pelo procedimento de AAN podem minimizar a quantidade de material bioldgico
coletado bem como simplificar os procedimentos laboratoriais [8].

Uso na odontologia com foco na saude bucal. Nos ultimos anos, o uso da
saliva como um fluido de diagnéstico tem aumentado. A principal vantagem para
utilizagdo de saliva em diagnosticos especificos € o acesso facil e a simplicidade
na coleta (ndo-invasivo). As andlises em saliva utilizando a técnica de AAN
disponibilizam indicadores de normalidade para populagdo para que se possa
estimular, a curto/médio prazo, seu uso em avaliacdo de disfuncdes diversas de
alta prevaléncia, caso da disfuncao periodental e halitose [9-11].

1.2 Medicina Veterindria

Em 2012 com a criagdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA),
pelo governo federal, com foco em apoiar estudos realizados com métodos alter-
nativos que possam suprimir ou minimizar o uso de modelos animais, bem como
oferecer alternativas que possam agregar melhorias em seu uso, que atendam as
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demandas das boas praticas de laboratorio (BPL), a técnica de AAN tem sido
empregada para a realizacao de teste pré-clinicos de novos medicamentos, vacinas
e outros insumos médicos, que envolvem testes in vivo, em modelo animal de
pequeno porte.

Nos ultimos anos, o LEER tem investido na implantacao e padronizagao de
protocolos e procedimentos para testes pré-clinicos in-vivo de modelos animal
de experimentag¢do de pequeno porte, em fluidos corpdreos (sangue total, soro e
urina) para estimativa de ions de relevancia clinica utilizando metodologia nuclear
de AAN, agregando facilidades a essas analises laboratoriais. Essas medidas sdo
realizadas em parceria com a Universidade Santo Amaro (Unisa/SP), Instituto
Butantan (IBu/SP), Unifesp e o Centro do Genoma Humano (USP/SP). Um
exemplo bastante produtivo ¢ identificado na parceria com o IBu, cujo o objetivo
¢ a adocdo de ensaios in-vivo pelos métodos alternativos desenvolvidos no LEER,
e aplicados com sucesso no desenvolvimento de soros e vacinas bem como na
etapa de controle de qualidade desses insumos. Com a aplicagdo da técnica AAN
elimina-se a etapa de sacrificio (caso dos camundongos e ratos) devido a pouca
disponibilidade sanguinea (~1,0 a 2,0 ml e ~ 5,4 a 6,0 ml, respectivamente). Este
procedimento contribui também na caracterizagdo de materiais biologicos raros e de
dificil obteng@o, como o caso da produ¢@o de antivenenos de animais peconhentos
como lagartas, cobras e carrapatos [12-18]. Em complemento, este procedimento
alternativo ¢ empregado para investigar outras amostras biologicas que fornecem
dados em areas correlatas, como: Toxicologia, Imunologia, Genética, dentre outras.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A coleta de sangue (50ul), pode ser feita por pungdo digital e ou venosa, o
que elimina o procedimento de separagao do soro — plasma bem como o uso de
anticoagulante e reagentes. O procedimento para o preparo da amostra reduz-se
a depositar o sangue em papel de filtro (Whatman — n° 41) imediatamente apds
a coleta. Para os exames laboratdriais na clinica pediatrica, a coleta de sangue ¢
feita por punc¢ao digital (pelo teste do pezinho em recém- nascidos, utilizando a
quarta gota).

No caso do preparo da amostra de soro, o sangue ¢ coletado por pungao venosa
(~1 ml) em tubo seco e centrifugado para separacao do soro (sem a adicao de
anticoagulantes ou reagentes) e preparo da amostra segue 0 mesmo procedimento
descrito para o sangue total.
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No caso de preparo de amostras de saliva, o doador realiza uma prévia
lavagem com agua destilada. A coleta (~1 ml) ¢ espontanea e sem estimulagao,
diretamente em recipientes de plastico esterilizados e seu preparo segue 0 mesmo
procedimento descrito para o sangue/soro.

Desta forma, a amostra bioldgica (sangue total/soro/saliva) ndo necessita
de armazenamento especial, nem refrigeragdo podendo ser guardada por longos
periodos (anos), pois s6 depende da durabilidade do papel.

Para os testes in vivo, em fungdo do modelo animal, tem-se o ponto de coleta
de sangue diferenciado (via ocular, por pun¢ao via jugular etc.) e posterior deposito
em papel de filtro.

Essas andlises sao realizadas utilizado o método instrumental de ativagao,
no qual a amostra e padrdo (material de referéncia certificado) sdo irradiados
simultaneamente, garantindo as mesmas condi¢des. As amostras sao irradiadas
no reator IEA-R1 do IPEN e a avalicao dos resultados ¢ realizada pela anélise de
padrdes certificados bem como pela analise comparativa dos resultados obtidos
pela técnica de AAN com outro método analitico, a técnica de Fluorescéncia de
Raios-X.

A instrumentagdo nuclear utilizada na aquisi¢ao dos espectros em energia
da radiagdo-y constitui-se de um espectrOmetro-y com detector semicondu-
tor de Germanio hiper—puro de 198cm?® associado a um multicanal ADCAM
(ORTEC-918-A), controlado por um microcomputador. As medidas de raios-X
sao realizadas utilizando o espectrometro X-123 SDD (Amptek®), com alvos de
Ag e Au, e detector semicondutor de Silicio do tipo “Silicon Drift” (25 mm? x
500 um) com janela de Be (0,5 mil). A andlise dos espectros de radiagdo gama
e raios-X ¢ realizada utilizando os programas fornecidos pelos fabricantes, bem
como softwares desenvolvidos pelo LEER.

Estas investigagdes resultaram em diversos produtos tecnologicos aplicaveis
a area de saude e correlatas:

1. desenvolvimento de Processo em Pratica Clinica para execugdo de andlises
bioquimicas em amostras de sangue total, soro e saliva;

2. elaboragdo de novos Protocolos Clinicos e Nutricionais em Medicina
Esportiva;
3. processo alternativo para testes pré-clinicos (in vivo) de insumos médicos.

Estudos das alteragdes ecologicas e os processos ambientalmente danosos
relacionando ao ecossistema, sdo também investigados pela técnica AAN.
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Essas investigagdes incluem medidas de amostras solos, sedimentos e agentes
transmissores de doencas (como algas e insetos) incorporando as dimensoes
fisicas, quimicas e toxicologicas [19-21].

3. CONCLUSOES

Anéalises multielementares, que podem ser realizadas fazendo uso da técnica
Andlise por Ativagdo com Néutrons, sdo de grande eficiéncia em investigagdes de
sistemas biologicos devido sua simplicidade e precisao, uma vez que fornecem uma
avaliagdo entre as interagdes metabdlicas existentes entre os macro ¢ microelementos
no organismo. No ambito da contribuigdo das analises ambientais fornecem dados
que podem ser gerar conhecimento cientifico de processos € mecanismos que
possibilitem dimensionar efeitos interferentes/poluentes auxiliando a promogao
de programas de conservagao.
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