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Sintese

A execucdo de analises bioquimicas (dosagem de ions), em amostras de fluidos corporeos, é de
grande relevancia no ambito da saude publica, uma vez que estas fornecem uma avaliacdo
entre as interacdes metabdlicas existentes entre os macro e microelementos no organismo,
permitindo diagndsticos e/ou de monitoramento de tratamento de disfuncées diversas. Nos
ultimos anos, com o a poio do CNPqg e da FAPESP, as técnicas de Andlise por ativacdo com
Néutrons (AAN) e de Fluorescéncia de Raios-X (FRX) passaram a ser testadas no CRPq
(Laboratorio de Espectroscopia e Espectrometria das radiagdes - LEER) e no CQMA
(Laboratorio de Fluorescéncia de Raios X - FRX) para a realizacdo dessas analises. Foram
investigadas amostras de sangue e soro de seres humanos e de animais de experimentacdo
bem como fluidos de animais invertebrados que sdo vetores de diversas doencas'™. Este
investimento cientifico resultou em Inovacdo Tecnoldgica para pratica clinica com vasta
aplicacdo (medicina preventiva e de diagndstico, clinica pedidtrica, monitoramento de
dialisados, triagem de bancos de sangue, realizacdo de testes pré-clinicos “in vivo” de insumos
médico, dentre outros) além de levar ao desenvolvimento de procedimentos clinicos com
melhor relacdo custo-efetividade®. Dando continuidade, neste projeto pretende-se dosar
fons na saliva humana, estabelecendo-se os valores de referéncia (intervalo de normalidade)
para uso em pratica clinica. Esta alternativa ira constituir um método simples e ndo invasivo de
coleta quando comparada ao uso de sangue, além de agregar maior eficiéncia no pré-
diagnostico de disfun¢Ges bucais de alta prevaléncia na populagdo brasileira. Atualmente, as
disfungdes bucais afetam vdrios grupos da populagdo: é de alta prevaléncia na populagao
idosa, em pacientes obesos, na doenca falciforme, dentre outras. Disponibilizar atendimento a
saude fazendo uso desta alternativa para pratica clinica trard beneficios tanto no ambito
econdmico como social, isto é, reducdo de custo de no minimo 50% e melhorias na qualidade
de vida.

Palavras Chave: saliva, ions, Fluorescéncia de Raios X (FRX), analise por Ativagdo com Néutrons
(AAN), valores de referéncia



Motivagoes Relacionadas a Proposi¢cao do Projeto

A saliva é um fluido aquoso, transparente, que é secretado pelas glandulas salivares
diretamente na cavidade bucal. E constituida principalmente de agua (98%), enzimas e
minerais. Dentre as fun¢des que desempenha, tem-se o controle da quantidade de agua do
organismo; manutencdo da acidez da boca (o que previne a carie dentaria); participa na
digestdo e na manutencao do equilibrio que regula a excrecao de fluidos corporais e também
segrega um horménio que tem um papel importante no desenvolvimento do paladar'’*8, Nos
seres humanos ha trés pares de grandes glandulas salivares (parétida, submandibular e
sublingual) e numerosas glandulas menores, localizadas principalmente na mucosa bucal, e
que contribuem para a formacdo de saliva. A glandula submandibular contribui com cerca de
70-75% da secrecdo, enquanto a glandula pardtida segrega cerca de 20-25%, e apenas
pequenas quantidades sdo secretadas a partir de outras glandulas salivares. Saliva total é a
mistura destas secre¢des glandulares e outros componentes, tais como bactérias e células
epiteliais'®?°,

Nos ultimos anos, o uso da saliva como um fluido de diagnéstico tem aumentado.
InvestigacGes de vazdo salivar, pH, componentes moleculares e inorganicos, hormonios e
proteinas tém apresentado progresso significativo em ensaios clinicos para o diagndstico?.
Entre os elementos inorganicos da saliva, Na, K e Cl sdo majoritdrios e responsaveis
manutenc¢do da osmolaridade enquanto ions de Ca, P e Mg (constituintes secunddrios), bem
como Cl, aumentam a resisténcia do esmalte a cdrie. Os niveis de Ca na saliva também atuam
como um indicador de processo inflamatdrio da gengiva???, que tem alta incidéncia na
populacdo brasileira, enquanto que niveis elevados de Br, Fe, |, S e Zn podem ser relacionados
a ingestdo medicamentos e drogas ilicitas (doping), estimulantes, suplementos alimentares e
fortificantes 3%,

As principais vantagens para utilizagdo de saliva em diagndsticos especificos
(comparativamente ao soro e plasma) sdo relacionadas ao acesso facil e a simplicidade na
coleta (ndo-invasivo). Outra vantagem esta relacionada as quantidades: o ser humano pode
produzir de 1 a 2 litros de saliva por dia (o fluxo de saliva de um adulto saudavel é
aproximadamente 0,4 mL/min?®). Além disso, o uso de procedimentos alternativos, como as
técnicas analiticas nucleares de AAN e FRX, compGem procedimentos nao-destrutivos (as
anadlises podem ser repetidas sempre que necessario).

A investigacdo de ions na saliva humana é alvo de estudos no Laboratdrio de Espectroscopia e
Espectrometria das Radiacbes (LEER) do IPEN, juntamente com outros fluidos corpéreos
(sangue total, soro, urina), cujo foco principal é a proposi¢do de intervalo de normalidade para
sua utilizacdo em pratica clinica (dosagem de ions). Estudos com a populagdo brasileira ja
foram realizados utilizando a técnica de Andlise por Ativacdo com Néutrons (AAN) gerando
resultados preliminares promissoras para diagndstico de doencas bucais %28, Estes estudos
fazem parte de uma linha de pesquisa multidisciplinar, de ambito Institucional, denominado
“Estudo da Distribuicdo de Metais e fons em Amostras Bioldgicas por técnicas Analiticas:
obtencdo dos valores de referéncia”, em andamento no LEER (IPEN) em colaboragdo com o
CRMQ (parceiro do IPEN) e com Bancos de Sangue e Laboratérios Hematoldgicos de diferentes
regides do Brasil, Universidades e Centros de Pesquisas.

Nos ultimos anos, estas investigagdes foram realizadas com o apoio financeiro da FAPESP e
CNPqg. Neste contexto, foi possivel otimizar o uso de equipamento portatil baseado na
tecnologia de Fluorescéncia de Raios X para a execug¢do de andlises clinicas (dosagem de Ca, Cl,
Fe e K) em sangue e soro. Esta metodologia alternativa mostrou-se bastante promissora para
uso em varias areas da saude, além de agregar a possibilidade de uso fora das dependéncias



laboratoriais. Neste projeto pretende-se ampliar a capacidade de uso deste espectrometro
portatil (modelo X-123 SDD, alvo de Ag da Amptek) para execugdo de testes bioquimicos em
amostras de saliva, bem como avaliar o uso de alvo de Rh (solicitado neste projeto). No ambito
geral, os conhecimentos gerados levardo a introducao de novos procedimentos de diagndstico
no mercado nacional, para pratica clinica, com beneficio direto na qualidade de vida de grupos
da populagdao com disfuncdes bucais.

Justificativa

A identificacdo de possiveis biomarcadores na saliva pode estimular o seu uso em
procedimentos laboratoriais com vantagens (comparativamente ao soro e plasma) isto &, facil
acesso e simplicidade na coleta (ndo necessita do uso de reagentes e anticoagulantes). Além
disso, a relagdo custo/beneficio utilizando amostras de saliva pode ser mais competitiva do
que as analises realizadas em sangue, para algumas disfuncdes especificas de alta prevaléncia
na populac3o brasileira 2234,

Considerando-se ainda, que hd muitas controvérsias na literatura sobre as indicacbes, a
periodicidade e o tipo de triagem laboratorial a ser aplicada na infancia, o desenvolvimento de
alternativas diagndsticas menos invasivas e menos traumaticas poderiam facilitar a triagem
laboratorial pediatrica levando a diagndstico eficaz e precoce. Além disso, dados da Pesquisa
Nacional de Saude?” reforcam a necessidade de politicas e acdes que minimizem as
desigualdades em saude bucal, garantindo acesso aos subgrupos populacionais mais
vulneraveis de acordo com suas necessidades de saude.

Objetivos

v Realizar um mapeamento dos componentes inorganicos (ions e metais) em amostras
de saliva de adultos e criancas saudaveis

v Identificar ions e metais que possam estar relacionados a disfun¢des bucais de alta
prevaléncia na populacdo brasileira (prioritariamente halitose, gengivite e doencga
periodontal)

v" Desenvolvimento de tecnologia com transferéncia de know-how: Otimizar o uso de um
sistema portatil baseado na técnica de FRX, associado a um procedimento eficaz,
rapido e de baixo custo, para pratica clinica em saliva

v Elaboracdo de novos protocolos clinicos de diagnéstico de disfun¢do bucais

v Fortalecer o atendimento a saude de grupos com disfuncdes bucais de alta prevaléncia
bem para grupos populacionais que se encontram em condi¢des de vulnerabilidade



Metodologia
Andlise por Ativacdo com Néutrons

O principio da técnica de ativacdo neutrdnica® estd em expor o material a ser analisado a um
bombardeio de néutrons, de modo que ocorra a formacgao de nucleos radioativos por meio de
reacoes nucleares. Desta forma, a partir da medida da radiacdo gama emitida por esses
nucleos radioativos é possivel realizar analises (qualitativas e quantitativas) dos elementos
inorganicos presentes na amostra. Dentre as reagGes com néutrons, particularmente a do tipo
(n,y) é de grande interesse, pois para a grande maioria dos elementos essa é a rea¢gdo mais
favoravel para néutrons térmicos (caso do reator de pesquisas IEA - R1 disponivel no
IPEN/CNEN-SP). Normalmente, os produtos dessa reagdo ao decairem emitem raios gama
caracteristicos, que podem ser eficientemente detectados permitindo, além da identificacdo
da composicdo da amostra, sua quantificacdo.

Meétodo Instrumental (INAA). Neste processo de ativacdo a amostra e o padrdo (matriz com
teor conhecido do elemento a ser determinado) devem ser irradiados sob a mesma
intensidade do feixe de néutrons garantindo as mesmas condi¢cOes de ativagdo. Desta forma,
as concentracbes dos elementos na amostra sdo obtidas a partir das concentragbes
estabelecidas no padrio inserindo um fator de correcdo (devido a diferenca de tempo entre a
medida da radiagdo gama do padrdo e da amostra) e expressa pela equacéo:
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Camostra concentracdo do elemento na amostra
Aamostra taxa de contagem da amostra
Coadrao concentracdo do elemento no padrao
Mpadréio massa do padrao
Apadréio taxa de contagem do padrdo
Mamostra massa da amostra
A constante de desintegracgao
Te tempo de espera entre o término da contagem do padrdo e inicio da

contagem da amostra

A ativacdo da amostra é feita na estacdo pneumdtica de irradiacdo e/ou no nucleo do reator
IEA-R1 do CRPg/IPEN. A amostra é acondicionada no interior do dispositivo de irradiagdo
(confeccionado em material plastico com as seguintes dimensdes: 2,5 cm didmetro interno e
7,0 cm de comprimento) juntamente com o padrdo (material de referéncia certificado).
Concluida a irradiagdo, amostra e padrdo sdo levados para contagem no espectrometro-y,
permitindo a identificagdo e cdlculo das areas das transicdes-y de interesse. A concentragdo
dos elementos é obtida através do software Ativagdo 3°.

Fluorescéncia de Raios-X Por Dispersdo de Energia

;

A técnica de Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia (EDXRF)*” é n3o destrutiva
permitindo a analise qualitativa e quantitativa dos elementos quimicos do Na ao U
simultaneamente e de modo rdpido. Baseia-se na medida das radia¢gdes caracteristicas



emitidas pelos elementos da amostra, quando excitados com tubo de raios X. Estas radiacdes
tém energias conhecidas para cada elemento quimico e sua intensidade depende da sua
concentragdo na amostra.

As amostras podem ser analisadas na forma de depdsito em papel de filtro, na forma de pé
solto acondicionado em porta amostra de polietileno com fundo de polipropileno de 5 micra
de espessura.

No equipamento (modelo EDX-720 da Shimadzu) os raios X provenientes da amostra sdo
selecionados por meio de pulsos eletrdnicos produzidos por um detector Si-Li e identificados
pelas suas energias caracteristicas de raios X. Para a quantificacdo dos elementos pode ser
usado o método de curva de calibracdo ou o método de parametros fundamentais (FP), que
permite determinar a composicdao quimica de uma amostra dispensando o uso de padrdes
similares. Utilizando parametros instrumentais (tubo de raios X, detector, geometria e outros)
e parametros fundamentais (distribuicdo espectral primaria, coeficientes de absorcdo
fotoelétrica e de massa e rendimento de fluorescéncia) é possivel construir curvas de
sensibilidade instrumental. A sensibilidade instrumental de um elemento quimico é a relacdo
das intensidades fluorescentes medidas e tedricas. Dessa forma, é possivel montar uma
biblioteca de sensibilidade para vérios elementos quimicos. Espectrémetros comerciais
incluem bibliotecas de sensibilidade baseadas em intensidades fluorescentes medidas a partir
de elementos puros (6xidos e metalicos) de composicdo conhecida. A determinagdo da
sensibilidade de elementos quimicos ndo medidos é realizada pela interpolacao.

Coleta e Preparo das Amostras

Adultos e adolescentes: As amostras de saliva total ndo estimulada sdo coletadas de individuos
saudaveis, para o maior intervalo de faixa etaria possivel e em funcdo de género. Antes da
coleta os doadores realizam uma prévia lavagem com agua destilada. A coleta é realizada
proximo da hora do almogo (10:00-12:00hs), espontaneamente (sem estimulac¢do),
diretamente em recipientes de plastico esterilizados. A saliva é coletada por profissional
habilitado.

Criancas: A populacdo que serd submetida ao estudo é composta pelos pacientes do
Ambulatdrio de Pediatria do Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo (HU-USP),
também colaborador de LEER. Os pacientes sdo atendidos pelos médicos residentes da
residéncia médica em pediatria, sob supervisdo de médicos pediatras.

Apods a coleta, a saliva sera mantida refrigerada até seu uso. Serdo preparados dois tipos de
amostras: liquidas que sdo depositadas em papel de filtro Whatman-n242 (200uL, em
duplicata) e amostras liofilizadas fazendo uso de todo o material bioldgico restante da coleta.
As amostras serdo utilizadas nas medidas de FRX e AAN (métodos ndo destrutivos). Todos os
pacientes e seus responsaveis receberdo esclarecimento detalhado sobre os objetivos do
trabalho e procedimentos que serdao submetidos, e serdo convidados a confirmar sua
participacdo no estudo através de termo de consentimento (livre e esclarecido). Desde 2017
amostras estdo sendo coletadas, de acordo com o normativo vingente (CAAE:
51110315.1.0000.0076) e estdo armazenadas no banco de amostras do LEER. As amostras sdo
divididas em dois grupos: doadores saudaveis (grupo de controle) e com disfungdo bucal.



Principais contribuigGes

No ambito cientifico:

v" Utilizacdo de marcadores especificos contribuindo para o diagndstico precoce e
monitoramento de patologias bucais diversas.

v Elaboracdo de novos protocolos clinicos fazendo uso de fluido salivar

No dmbito tecnoldgico/econdmico

v" Viabilidade de uso de um sistema portatil e de facil transporte agregando menor custo-
beneficio a pratica clinica

v" Procedimento eficaz, ndo-evasivo e rapido para pratica clinica

Além disso, a realizagdo de parcerias com Universidades e Centros de Ciéncias na drea da
salde poderdo criar um facilitador que permite estender seu uso em areas diversas da saude
(Toxicologia, Medicina esportiva, Nutricdo e outras) disponibilizando para mercado/sociedade,
em médio-longo prazo, atendimento para realizacdo desses exames clinicos.

No ambito de acdo social
Possibilidade de melhorias na condicdo de saude de grupos com disfun¢des bucais de alta
prevaléncia bem como para grupos populacionais que se encontram em condi¢cdes de
vulnerabilidade como: populac¢des ribeirinhas e de localidades desprovidas de atendimento
basico a saude bucal.

Cronograma

O projeto foi dimensionado para ser realizado em 24 meses, em duas etapas.
Previsdao da 1 2 etapa: 12 meses
v" Continuidade da coleta e preparo das amostras (inicio em 2017)

v" Obtenc3o dos valores de referéncia de ions na saliva: Medidas AAN (CRPq)* e FRX
(CQMA) para amostra depositadas em papel e amostras liofilizadas

v Estudo comparativo entre as técnicas para os ions determinados

v" Estudo comparativo entre as amostras de controle e disfuncio:
e estabelecimento de biomarcadores para halitose
e estabelecimento de biomarcadores para disfuncdo periodontal

*em andamento

Previsdao 2 2 etapa: 12 meses

v" Otimizacdo do método fazendo uso de espectrédmetro compacto de FRX:

e Montagem de um arranjo com geometria deteccdo vertical (entre amostra -
detector) para o instrumental compacto de FRX (X-123 SDD, alvos de Ag e Rh) para
facilitar as analises de amostras liofilizadas.

e Elaboracgdo de padrées internos especificos (essenciais em pratica clinica) fazendo
uso de material certificado disponivel no mercado (saliva artificia e solugbes e
padrdes certificados) para execucdo das medidas utilizando o espectrometro X-123
SDD (alvos de Ag e Rh)

e Estudo comparativo dos resultados utilizando os alvos de Ag e Rh



Participantes do Projeto

Dra. Cibele Bugno Zamboni, coordenadora

Dra. Vera Lucia Ribeiro Salvador

Dr. Dalton Giovanni Nogueira da Silva

Dra. Sabrina Metairon

Dr. Hugo Roberto Lewgoy

Dra. lvone Mulako Sato

Dr. Marcos Antonio Scapin

Dr. José Agostinho Goncalves de Medeiros, UNICID
MSc. llca Marly Moitinho Amaral Medeiros

Estudante de Iniciagdo Cientifica: Viviane Megumi Miura

Infraestrutura
InstalacGes do CRPq (LEER)

1) Espectrometro gama de alta resolugao:

Constituido por um detector semicondutor HPGe de 190cm?3, posicionado no interior de uma
blindagem de chumbo e eletronica em energia associada: amplificador (ORTEC — 671) e
multicanal ADCAM (ORTEC — 919).

2) Espectrometro Portatil de Fluorescéncia de Raios X

O espectrometro compacto de FRX (modelo X-123 SDD Complete X-Ray Spectrometer -
Amptek) é constituido de um mini tubo de RX (alvo de Ag), com tensdes variaveis de 10 a 50
KV e corrente de 5-200 pA e um detector semicondutor de Silicio do tipo “Si Drift” (25 mm? x
500 um, com janela de Berilio de 12,5 um) o qual é acoplado a um sistema de refrigeragao.
Esta adaptacdo (refrigeracdo do detector) foi feita para possibilitar o uso do espectrémetro por
longos periodos (horas consecutivas de aquisicdo); trata-se de uma recomendagdo do
fabricante. O pXRFS pesa da ordem 750 g e o conjunto espectréometro mais PC requer pouco
espaco e pode ser utilizando em locais desprovidas de energia elétrica fazendo uso de bateria.

3) Laboratério para preparo de amostras

Liofilizador (Thermo Electron Corporation, modelo Micro Modulo 115)

Centrifuga, Ociloscopio, Balanga analitica de precisao Freezer, Desumificadores e Sistema de
vacuo EDUWARDS modelo RV12

Dispositivos de plasticos (POSTHUMS) de varios tamanhos para irradiacdo de material, além de
muflas, capelas, estufas, vidrarias, reagentes, solu¢des padrdes certificados (NIST National
Institute of Standards and Technology -USA) e AIEA

4) Reator de Pesquisa e Servicos de apoio:

Reator IEA-R1 e estacdo pneumatica de irradiacdo

Equipe de Protecdo Radioldgica

Laboratério de Dosimetria

Laboratério para manipulacdo de material radioativo

Equipe de manutencao: oficina eletrénica, informatica, elétrica, refrigeracdo
Fornecimento de gds



Instalagdes do CQMA

1- Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por dispersdao de energia modelo 720 da
Shimadzu, com tubo de raios X de Rh (maximo de 50 KW e 1000uA), detector de Si-Li.

2- Laboratdrio de Preparacao de Amostras
Homogeneizador mecanico
Prensa Hidraulica
Balanga Analitica
Estufa, Mufla, estufas, vidrarias, reagentes, solu¢ées padrées certificados (NIST)

Produgdo de C&T

AN NN

<

Publicacdo dos resultados ao termino de cada etapa do trabalho

Desenvolvimento de processo com transferéncia de know-how

Elaboragdo de novos protocolos no ambito da pratica clinica

Participacdo em eventos (previsdo de participacdo em dois congressos) no ambito de
guimica analitica e no ambito odontoldgico

Seminadrios de divulgacdo tanto na drea de saude publica como odontolégica

Formacado de Recursos Humanos
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