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SUMARIOC

0 objetivo do presente trabalho consiste em aplicar o meé todo i ns trumen
tal de analise por atuvagao com neutrons na determlnagao de elementos tragos
em amostras de pulmoes de autopsias de fumantes e nao fumantes.

Neste trabalho estabeleceram-se as condigcoes adequadas para tratamento
e analise das amostras. As amostras foram congeladas, homogeneizados, liofili
zados e_irradiados em uma fonte de 60Co para esterilizagao. As amostras  com
os padroes sinteticos foram irradiados no reator IEA-Rl sob um fluxo de 3,7
- x 101 n.em=2.5=1 por 30 min para determlnagao de Cl, K, Mn e Na e por 16 h
sob fluxo de 10|3 n.cm~2,s"1 para determinacao de Au, Br, Co, Cs, Fe, Rb, Sc,
Se e Zn. As contagens foram realizadas no detetor de (Ge) hiperpuro ligado a
um analisador multicanal de 4096 canais acoplado a um microcomputador.

Os resultados indicam uma boa reprodutibilidade. A exatidao do metodo
foi estudada usando materiais de referencias Bowen's Kale do IUPAC e Bovine
Liver do NIST.

ABSTRACT

The purpose of this work is to apply the method of instrumental neutron
activation analysis to determine the trace elements in lung samples from
autopsy of smoker and non smoker individuals.

In this preliminary study, the adequate conditions for analysis and
preparation of lung samples had been established. The frozen samples were
homogenized, lyophilized and sterilized using ®YCo source. The samples and
the standards were irradiated in the 1EA-R] reactor under a thermai neutron
flux of 3.7 X 101! n.cm=2.s=! for 30 min to determine Cl, K, Mn and Na. By
irradiation of 16 h and flux of 1013 n.cm~2.s-1, Au, Br, Co, Cs, Fe, Rb, Sc,
Se and Zn were determined. The countings were carried out with a hiperpure(Ge)
detector connected to a 4096 channels analyser and a microcomputer.

The results obtained indicate a good reproducibility. The accuracy of
the me thod was evaluated analysing reference materials Bowen's Kale from
1UPAC and Bovine Liver from NIST,
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INTRODUGAO

Nos ultimos anos a analise de elementos quimicos nos tecidos biologi-
cos tem sido objeto de grande interesse na area medica para correlacionar a
presenca de certos elementos com as doencas humanas.

A caracterizacao de elementos tracos em tecidos pulmonares tem sido
realizada para estudo da relagao entre os efeitos da poluigao ambiental, ocu
pacional ou do fumo com as doengas pulmonares.

5 Com relagao aos elementos presentes nos tecidos pulmonares estes po-
dem ser de origem exogena ou endogena.

As varias formas de materiais que se encontram na atmosfera sao aspi-
rados pelo sistema respiratorio sendo que no caso dos aerossois estes se de-
positam nos diferentes estagios do sistema respiratorio dependendo da densi-
dade, tamanho e forma dos particulados. As particulas maiores que 10 mu so-
frem impactacao e se depositam nos septos nasais e vias aéreas superiores.
As particulas de | a 2 my s3o as que apresentam mafor grau de deposigao. Ja
as particulas menores que 0,1 mu, se forem retidas, sao depositadas nas pe-
quenas vias aéreas e alvéolos.

Em geral os métodos analiticos empregados na analise de materiais bio
logicos devem ter o carater de alta sensibilidade e a ativagao com neutrons
e um dos metodos largamente utilizado na analise de varios elementos.

: Dentre os varios trabalhos apresentados na literatura sobre a analise
elementar_de tecidos pulmonares destaca-se o trabalho de Vanoeteren e colabo
radores (1) que aplicando os métodos de analise por ativagao com neutrons e
de espectrometria de absorcao atomica foram determinados 23 elementos a sa-
ber: Au, Br, Ca, Ce, Co, Cr, Cs, Cu, Eu, Fe, Hg, K, La, Mo, Na, Pb, Rb, Sb,
Sc, Se, Sm, -V e Zn e concluiram que estes elementos nao estao distribuidos
de maneira homogenea nos pulmoes.

Um outro trabalho bastante intereig?nte foi apresentado pelos pesqui-

sadores italianos Pietra e colaboradores que determinaram pela ativagao
com neutrons varios elementos nas amostras de puimao, urina, sangue e unha

"de um individuo que desenvolveu pneumoconiose por terras raras. No caso,

aplicando o método destrutivo e nao destrutivo de ativagao com neutrons foi
verificado que ha um acumulo anormal de terras raras no tecido pulmonar bem
como um baixo grau de mobilidade destes elementos para as demais partes do
corpo.

Mais recentemente Sabbioni e colaboradores(3) analisaram as solugoes
de lavado broncoalveolar usando os métodos de analise por ativagao , de espec
troscopia de plasma induzido e de absorgao atomica eletrotérmica. Estes pes-
quisadores sugerem a associagao da analise por ativagao dos lavados broncoal
veolares aos exames clinicos para diagnostico das doengas ocupacionais.

0 objetivo do presente trabalho consiste em aplicar o método instru-
mental de analise por ativacao com neutrons em amostras de pulmao (tecido
pulmonar e linfonodos) de dois grupos de individuos, fumantes e nao fumantes.

Nesta primeira fase do trabalho, foram definidas as condigaes adequa-
das para tratamento e a analise das amostras, tendo sido determinados Au, Br,
¢, Co, Cs, Fe, K, Mn, Na, Rb, Sb, Sc, Se e Zn em amostras de tecido pulmo-
nar de individuos nao fumantes.

 Uma vez estabelecido o método analftico, este sera aplicado nas anali
ses de tecido pulmonar dos fumantes bem como nas analises de linfonodos.
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MATERIAL E METODO

Coleta das Amostras de Pulmao. As amostras foram coletadas de autopsias pe
los pesquisadores do Laboratorio de Poluigao Atmosférica Experimental da Fa-
culdade de Medicina da USP. Foram obtidos tecido pulmonar e linfonodos de in-
dividuos fumantes e nao fumantes, cujas causas das mortes nao foram por doen
¢as pulmonares cronicas. As autopsias foram realizadas dentro de 6 a 12 horas
post morten sendo seccionados 10 a 30 g do tecido pulmonar macroscopicamente
normal do lobo inferior direito e coletados linfonodos do hilo pulmonar para
posterior analise. As amostras foram embrulhadas em folha de aluminio limpo e
imediatamente congeladas em nitrogenio liquido. Foram enviadas amostras com
as caracter{sticas (sexo, idade, procedencia, habito de fumar, profissao, cau
sa da morte) dos individuos conforme mostra a Tabela 1.

Tratamento Prévio das Amostras. Para obtengao das amostras na forma solida

adequada para irradiagao no reator foi feita homogeneizagao e desidratagao a
bai xa temgfratura adaptando  as tecpicas apresentadas por lyengar e
, Zeisler e colaboradores(5) e Donev

A homogeneizagao foi feita numa ‘'glove box' para evitar a contaminagao
do material. Inicialmente o tecido pulmonar congelado foi fragmentado com o
auxilio de uma faca de titanio. Para o caso dos linfonodos foi removido o te-
cido adiposo envolvente e em seguida lavados com agua bidestilada. Estas amos
tras foram mofdas manualmente num almofariz de agata em banho de nitrogenio
1fquido. Em seguida o material homogeneizado congelado foi transferido para
um bequer para desidratagao num liofilizador na temperatura de -40 a -50°C e
pressao de 4 X 10°2 mm de Hg por um per{odo de 30 h. A perda do peso na liofi
lizagao foi de cerca de 82%. A seguir a amostra foi transferida para um fras
co de polietileno para esterilizagao num irradiador de Oco GAMMA CELL 220
com a taxa de dose de 9,51 X 102 Gy/h durante 20 horas. As amostras foram man
tidas num dessecador. o

Preparacao dos Padroes Sinteticos. Os padroes sinteticos foram preparados

pipetando alfquotas das solugoes dos elementos sobre tiras de papel de filtro
Whatman 42 e secando-as sob lampadas de raios infra vermelhos ou num desseca-
dor. Estas solugoes foram preparadas dissolvendo-se os elementos na forma me-

‘talica, sais ou oxidos de grau p.a com reagentes apropriados. A massa de cada

elemento no padrao foi de cerca de 20 vezes maior que a massa do elemento na
amos tra.

Procedimento para Analise. Pesaram~se cerca de 50 mg de cada amostra em in
volucros de plastico (20 X 20 mm) previamente limpos com solucao de acido ni-
trico 1:10 ou com alcool etilico p.a e foram Irradiados no reator |EA-RI

juntamente com os padroes sintéticos. Foram realizadas duas series de Irradia

goes. Com a irradiagao de 30 min sob fluxo de neutrons de 3,7 X 10!l n.em2
.s~1 e tempo de decaimento de cerca de 90 min foram analisados os elementos
Cl, K, Mn e Na. Na irradiac3o longa de 16 h sob fluxo de 1013 n.cm2.s"1 e

com as contagens realizadas apos 5 d e 15 d foram analisados Au, Br, Co, Cs,
Fe, Rb, Sc, Se e Zn. '

As contagens foram realizadas no detetor de Ge hiperpuro ligado a um
analisador multicanal de 4096 canais e a um microcomputador da linha
IBMéPC. A resolugao do detetor utilizado foi 2,4 keV para o pico de 1332 keV
do 90co e 1,15 kev para 122 keV do 57Co. As analises dos espectros de raios
gama foram(ssalizadas usando programa de computagao TFR, nova versao do Pro-

’

grama FALA em linguagem Pascal. A identificagao dos radioisotopos pela
meia vida e energia dos raios gama foi feita consultando Adams e pams (8)



Os radioisétogos com as 5espectivas energias dos raios gama, em keV,
utilizados foram: 198au (411), S28¢ (777), 38c1 (1642), 60co (1173), 13kcs
(795), 59Fe (1099), 42k (1524), 14013 (1596), 56mn (846), 2uNa (1368), 86Rb
(1077), 122sb (564), 46sc (889), 75se (264) e 65zn (1115).

Analise dos Materiais de Referencia. Para examinar a exatidao e a precisao
do metodo foram analisados os materiais de referencia, a saber: Bovine Liver
NS 1577 da National Institute of Standards and Technology {(NIST) e Bowen's
Kale"da International Union of Pure and Applied Chemistry (1UPAC).

No calculo de concentragoes dos elementos nestes materiais foram con-
sideradas as perdas de peso obtidas nas secagens executadas conforme descri-
to nos seus certificados(9,10). As porcentagens de perda obtidas no proces-~
so executado para Bovine Liver foi de 5,5% e para Bowen's Kale 12,8%,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para examinar a precisao do metodo bem como a eficiencia do pre trata-
mento das amostras quanto a sua homogeneizagao, foram realizadas pelo menos
tres determinagoes do tecido pulmonar na amostra n% 5741 e os resultados obti
dos para os elementos Br, C!, Co, Cs, Fe, K, Mn, Na, Rb, Sb, Sc, Se e In aprz
sentados na Tabela 2 indicam uma boa reprodutibilidade com desvios padroes re
lativos variando de 2,1% a 10,5%. Somente para o elemento Au a precisao foi
de 14,6% devido provavelmente a baixa concentragao deste elemento na amostra
( < 1,0 ug/kg). A reprodutibilidade dos resultados mostrou também que o proce
dimento adotado para a homogeneizagao foi adequado. ' -

‘Na Tabela 3 sao apresentados os resultados das analises dos materiais
de referencia Bowen's Kale e Bovine Liver juntamente com os valores dos seus
certificados. Os resultados obtidos para os elementos Br, Cl, Fe, K, Mn, Na,
Rb e Zn apresentaram, de um modo geral, uma boa concordancia com os valores
dos certificados. Os resultados menos satisfatorios foram obtidos para Au,
Co, Cs e Se devido a problemas de interferencias espectrais e ao erro associa

do a baixa estatistica de contagens.

Os resultados das analises do tecido pulmonar de individuos nao fuman-
tes apresentados na Tabela 4 mostram que os valores encontrados estao den-
tro das faixas de concentragao apresentadas na literatura(1,2,11), 0 método
proposto esta sendo aplicado nas demais amostras da Tabela 1.

.. Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que o meto-
do instrumental de analise por ativagao pode ser aplicado satisfatoriamente
nas analises de Au, Br, Cl, Co, Cs, Fe, K, Mn, Na, Rb, Sb, Sc, Se e Zn presen
tes em tecido pulmonar. Os elementos toxicos como As, Cu, Cd e Hg nao puderam
ser detectados pelo método instrumental devido ao baixo teor encontrado na
amostra e a alta atividade dos radioisotopos 82Br, 38C1, 2%Na e 32P (emissor

beta).
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TABELA 1

ldentificagoes das Amostras com as Caracteristicas dos Individuos

A;g:::;f;9 Sexo|ldade|Procedencia Ha?;;grde Profissao Causa da Morte Doenca
5741 M 161 a | Sao Paulo Nao Edema Agudo dos Pul-|Infarto Agudo do Miocardio.
moes Hipertrofia Septal. Assimetria
do Coragao.
5742 M |52 a | Sao Paulo Sim Edema Agudo dos Pul-|Insuficiencia Cardfaca Conges
moe s tiva Descompensada. -
Broncopneumonia Bilateral ,
5744 F (64 a | Sao Paulo Nao Prendas Do-|Acidente Vascular Hipertensao Arterial Sistemica.
mes ticas Cerebral Arterioesclerose. -
5766 F |~ 9 Sao Paulo Nao Indeterminada
meses
Nati-
morto
5767 F 43 a Sao Paulo Nao Indeterminada Doenca de Chagai.
Miocardi te Chagasica.
5770 M |4k a | Sao Paulo Nao Mecanico Edema Cerebral Acidente Vascular Cerebral.
Trombolismo Cardiaco.
6457 F |58 a | Sao Paulo Nao Prendas Do-! Edema Agudo dos Pul-|Infarto do Miocardio.
meés ticas moes
6459 F |74 a | Sao Paulo Nao Infarto Agudo do Cardiopatia Hipertensiva.
. ' Miocardio
6460 M |53 a | Sao Paulo Sim Servente Edema Agudo dos Pul-|{ Broncopneumonia.
Pedrei ro moes .
6464 M |48 a | Sao Paulo Sim Pedreiro Edema Agudo dos Pul-| Acidente Vascular Cerebral.
v ' moe s Cardiopatia Hipertensiva.
6535 F 162 a | Sao Paulo Sim Infarto Agudo do Arterioesclerose
Miocardio Coronariana. |
M = Masculino F = Feminino




TABELA 2

Resul tados da Analise de Tecido Pulmonar n¢ 5741 pelo
Metodo Instrumental de Ativagcao com Neutrons

Elemento Conc?;;;z;?o(*) Elemento conc?;;;zg§0(*)
Au 0,00074 + 0,00011 (4) Mn 0,20 + 0,02  (3)
Br 2,3 +0,2 (4) Na 1953 + 197 (5)
cl 2368 + 249 (5) Rb 4,5+ 0,1 (4)
Co 0,014 + 0,001 (4) Sb 0,041 + 0,003 (4)
s 0,1316 + 0,0015  (4) Sc 0,00019 + 0,00009(4)
Fe 332 + 10 (4) Se 0,090 + 0,004 (&)
K 1126 + 63 (6) Zn 9,5+0,3 (4)

(*) 0s resultados sao os valores medios das determinagoes e sao dados
em relacao ao peso do material nao seco.
0s numeros entre parenteses indicam o numero de determinagoes.

000 o

2009000000008 0000



TABELA 3

Resul tados da Analise dos Materiais de Referencia
Bowen's Kale e Bovine Liver

Bowen's Kale

Bovine Liver

T et T | e o) | D T ket (0
Au (ug/Kg) 2,61 + 0,23 1,91 + 0,61 4,9 + 1,5 (4,9 + 2,3)
Br (mg/Kg) 19,1 +5,9 | 24,6 +2,3 6,8 + 0,2 (9,1 +1,2)
C! (mg/Kg) *x 3650 2808 + 159 2700
“Co (ng/Kg) 110 + 17 62,4 + 11 250 + 10 180
Cs (ug/Kg) | 91,2 +5,9 77,3 + 0,6 18,5 + 9,3 (14,8 + 2,3)
‘Fe (mg/Kg) 10 + 10 16 + 17 - 268 + 8
K (g/Kg) | 27,4 +0,3 24,250 10,04 + 0,65 9,7 + 0,6
La (ug/Kg) | 79,7 + 18,3 | 87,9 + 15,0 * 16 + 3
Mn (mg/Kg) 15,4 + 2,9 14,95 1,1 +0,6 10,3 + 1
Na (g/Kg) 2,74 + 0,15 2,392 2,5+0,1 2,43 + 0,13
Rb (mg/Kg) 52,7 + 7,5 52,9 + b4 12,0+ 0,4 | 18,3+1,0
Se (mg/Kg) 0,14 + 0,07 0,66 + 0,06 1,1 +0,1
Zn (mg/Kg) 34,9 + 2,3 32,7 + 2,3 130,6 + 0,5 130 + 13

* - Nao detectado

0Os valores entre parenteses

** - N3o determinado

n - Numero de determinagoes.

sao de referencia.




Resul tados em mg/Kg

TABELA 4

Resultados das Analises de Tecidos Pulmonares
de Tres Individuos Nao Fumantes pelo Metodo
Instrumental de Ativacao com Neutrons

|

Elemento Pulmao Pulmao Pulmao Re f
5741 5767 6457 (1,2,11)
Au 0,00074+0,00011 0,00183 0,00189 0,00011-0,52 (a)
Br 2,340,2 2,7 4,5 0,4-26,18 (b)
cl 2368+249 1978 1782 1700-1200  (c)
Co 0,014+0,001 0,018 0,021 0,0011-1,03  (a)
Cs 0,0316+0,0015 0,05366 0,05888 0,0031-0,100 (a)
Fe 332+10 429 302 4o-1510 (a)
K 1126463 1275 1627 82-3300  (b)
Mn 0,20+0,02 0,19 0,21 3,1-1,7 (c)
Na 19 53+197 973 843 940-5620 (b)
Rb b,540,1 5,6 7,1 0,77-22,0 (a)
Sb 0,041+0,003 0,04 0,06 0,0035-1,0 (a)
Sc 0,00019+0,00009 0,00276 0,00665 0,0001-0,100 (a)
Se 0,090+0,004 0,094 0,102 0,041-5,72  (a)
Zn 9,5+0,3 17 13 0,16-330  (a)

O0s resul tados com os desvios padroes
e sem os desvios padroes indicam que foi feita uma unica determinagao

a - Ref (2)
b - Ref (1)
c - Ref (11)
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