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Resumo

A colite ulcerativa faz parte de um grupo de Doencas Inflamatérias Intestinais
(DIl) e é caracterizada por uma disfungdo nas células T da mucosa, inflamacéo
celular e producdo anormal de citocinas, que resultam em um dano na mucosa
do célon. As DIl acometem uma grande parcela da populacdo mundial, tendo
uma prevaléncia maior nos paises desenvolvidos, atingindo cerca de 1,4
milhdes de pessoas nos Estados Unidos e 2,2 milhdes na Europa. No Brasil,
devido as dificuldades diagnosticas e reduzido nimero de amostras, os dados
disponiveis sao restritos, mas pode-se afirmar que hd uma tendéncia crescente
no numero de casos no pais. Apesar de varios estudos na area, a causa da
colite ulcerativa € ainda desconhecida. Neste sentido, a contribuicdo deste
trabalho no esclarecimento dessa problematica esta centrada no estudo da
composi¢do multielementar do tecido do c6lon de animais com colite ulcerativa
induzida. Neste trabalho apresentamos um estudo pelo método analitico ndo-
destrutivo de fluorescéncia de raios-X por reflexdo total (TXRF), utilizando
radiacdo sincrotron, de amostras de tecidos de cdlon de roedores sem e com
inducgéo de colite e submetidos ao uso de prednisolona, um dos medicamentos
mais utilizados no tratamento de colite ulcerativa. As analises quantitativas
foram realizadas na linha DO9B — XRF no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron — LNLS, que faz parte do Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e materiais (CNPEM), em Capinas — SP. Foi possivel determinar as
concentragdes dos elementos P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Br
e Rb a partir da intensidade das correspondentes linhas Ko, utilizando o
elemento Ga como padrédo interno. As correspondentes correlagbes de
Pearson entre as concentragfes dos elementos foram também determinadas.
Nesta analise, apesar de as amostras apresentarem diferentes correlacbes
entre os elementos P e S, e Ca e Ti, nos diferentes grupos, ndo ha na literatura
dados que confirmem a correlacdo entre esses elementos e a presenga ou a

neutralizac&o da colite.

Palavras-chave: analise multielementar, colite ulcerativa, prednisolona, TXRF,

radiac&o sincrotron



Abstract

Ulcerative colitis is part of a group of Inflammatory Bowel Disease (IBD) and is
characterized by dysfunction of mucosal T cells, abnormal cell inflammation and
cytokine production that result in damage to the mucosa of the colon. IBD affects a
large portion of the world population, with a higher prevalence in developed
countries, affecting about 1.4 million people in the United States and 2.2 million in
Europe. In Brazil, the available data are restricted due to diagnostic difficulties and
the small number of samples, but it can be stated that the number of cases in the
country is increasing. Although there are several studies, the cause of ulcerative
colitis is until now unknown. In this sense, the contribution of this work in clarifying
this issue is focused on the study of the multielemental composition of the colon
tissues from animals with induced ulcerative colitis. We studied samples of rodent
colon tissues in three situations: healthy tissue, tissue with induced colitis without
pre-treatment and tissue with induced colitis and pre-treated with prednisolone, one
of the medications most applied in ulcerative colitis treatment. For the analysis, we
used the non-destructive analytical method of X-ray fluorescence by total reflection
(TXRF) realized in line DO9B - XRF at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory -
LNLS/CNPEM, Campinas- SP. It was possible to determine the concentrations of P,
S,ClLK,Ca,Ti,Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se , Br and Rb elements from the intensity
of the corresponding Kq; lines, by using Ga as internal standard. The corresponding
Pearson correlations between the concentrations of the elements were also
determined. In this analysis, although the samples have different correlations
between P and S, Ca and Ti elements in the different groups, there is no data in the
literature to confirm this relation of this elements with colitis’s presence or

neutralization.

Key-words: multielemental analysis, ulcerative colitis, prednisolona, TXRF,

synchrotron radiation
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1 — Introducéao

1.1 Doenca inflamatéria intestinal

O termo doenca inflamatoria intestinal (DIl) é utilizado para designar
desordens inflamatérias crénicas que atingem o trato gastrointestinal e que ainda
nao apresentam causas totalmente esclarecidas (Souza, Troncon, Rodrigues et al.,
2002).

As DIl afetam grande parte da populacdo mundial, apresentando
ocorréncia predominante nos paises desenvolvidos, atingindo cerca de 2,2 milhdes
de pessoas na Europa e 1,4 milhdes de pessoas nos Estados Unidos (Loftus, 2004).
No Brasil, embora os dados disponiveis sejam muito restritos, pode-se afirmar que o
namero de casos desta doenca esteja crescendo. (Souza, Troncon, Rodrigues et al.,
2002).

Os diagnésticos mais comuns de DIl sdo a doenca de Crohn (DC) e a
retocolite ulcerativa (RCU) (Kiesslich, Fritsch, Holtmann et al., 2003) e, que, apesar
de compartilharem etiologia e epidemiologia, essas doencas apresentam diferencas
em sua fisiopatologia (Steidler, 2001).

A DC é caracterizada por inflamacao cronica que pode ser observada em
todo o trato gastrointestinal. Essa inflamagdo se propaga por toda a parede
intestinal, possibilitando o aparecimento de perfuracbes (Gasche, 2000; Veronesi,
2003).

Ja na RCU, ainflamacéo é restrita ao célon, essencialmente a regido reto-
anus (distal), estendendo-se progressivamente até a regido proximal e se caracteriza
por afetar predominantemente camadas superficiais da parede intestinal (Veronesi,
2003).

Apesar das DIl ndo possuirem causas totalmente conhecidas, os fatores
ambientais sdo provavelmente tdo importantes quanto a composi¢do genética para
seu desenvolvimento. Dentre os fatores ambientais estdo a dieta, o fumo, a

ocupacéo e o estresse (Fiocchi, 1998; Hanauer, 2006).
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As DIl estdo associadas com o risco de cancer colorretal e essa
associacao é fortemente aumentada com a grande extensdo da lesdo, a longa
duracdo da doenca e sua ocorréncia em pessoas jovens. Este risco € maior com a
presenca da RCU quando comparado com a presenca da DC (Kiesslich, Fritsch,
Holtmann et al., 2003, Veronesi, 2003).

No tratamento das DIl, um dos medicamentos mais utilizados é

pertencente ao grupo dos glicocorticoides, tais como a prednisolona e a prednisona.

O mecanismo de acdo desses farmacos consiste na ligacdo da molécula
de glicocorticoide com os receptores intracelulares que controlam a transcricao
génica. O complexo receptor-glicocorticoide favorece a formagédo de dimeros que
migram para o nucleo celular e se ligam ao DNA, promovendo uma modificacdo na
transcricdo génica, induzindo a sintese de algumas proteinas e inibindo a sintese de
outras, e, assim, afetando as fun¢des de varias células que participam do processo

inflamatério. (Marx, 1995).

A administracao de glicocorticoides reduz, ainda, a incidéncia de diarreia,
provavelmente devido a capacidade de melhorar a absorcdo de sdédio e agua no

co6lon de pacientes com colite (Sandle et al., 1986).

1.2 Composig¢ado multielementar

A andlise da composicdo multielementar de amostras biolégicas é
importante e necessaria, pois determina quais Sdo seus elementos quimicos
constituintes, assim como a proporcdo com a qual os mesmos aparecem. Estes
elementos tém um papel fundamental em todos os sistemas bioldgicos, participando
de todos os processos metabdlicos, como componentes de diferentes enzimas,
catalisando intera¢g@es quimicas em células vivas (Ivyengar, Kollmer e Browen, 1970;
Carvalho, Magalhées, et al., 2007).

A classificacdo dos elementos quimicos varia de acordo com os niveis de
concentragbes presentes em uma determinada amostra, sendo denominados

elementos ultra-traco, quando sua concentracdo é menor que 0,01 ug/g; elementos
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traco, quando a concentracdo esta entre 0,01 e 100 ug/g; e elementos majoritarios,

guando a concentracao € maior que 100 ug/g (Lindhu, 1991).

No organismo humano, 15 elementos séo considerados essenciais, sendo
eles: Ca, Cu, Cl, F, I, Fe, Mg, Mn, Mo, N, P, K, Na, S e Zn (Tolgyessy, Havranek e
Dejmkova, 1990). Sabe-se que todos os tecidos do corpo apresentam uma
composicdo semelhante destes elementos, que varia de acordo com a atividade que
exercem. Além disso, € reconhecido também que portadores de certas doencas
apresentam excesso ou a deficiéncia dos elementos essenciais, com relacdo ao

nivel fisiolégico humano (Cesareo, 1988).

Mesmo que nem todos 0s elementos quimicos presentes nas amostras
tenham suas funcBes biolégicas totalmente descritas, grande parte deles é
responsavel por importantes atividades no metabolismo humano e, portanto, estdo
diretamente relacionados com a manutencdo da saude e o funcionamento adequado

do organismo (Yamashita, 2006).

Alguns elementos quimicos apresentam atividades relacionadas
diretamente com a neutralizacdo da colite. De acordo com alguns estudos,
elementos como Zn, Ca e Se apresentam efeitos positivos no tratamento e
prevencdo da colite ulcerativa (Jacobs, 1988, Galloway et al., 1987, Hadjiolov e
Grueva,1986).
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2 — Objetivo

Este trabalho tem como objetivo estudar a aplicacdo do método analitico
nao-destrutivo de fluorescéncia de raios-X por reflexdo total (TXRF) em amostras de
célon de roedores e, assim, determinar as concentracdes elementares nos tecidos
de colon sem e com colite induzida e verificar possiveis elementos como
bioindicadores para a determinacéo da patologia. Além disso, analisar as diferencas
entre as concentracdes das amostras de célon com colite induzida e submetido ao
uso de Prednisolona, um dos medicamentos mais utilizados no tratamento da

doenca.
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3 — Fundamentos Teodricos

3.1 Fluorescéncia de raios-X

A técnica analitica de fluorescéncia de raios-X (XRF - X-Ray
Fluorescence) foi introduzida na década de 50 e vem sendo utilizada para a
avaliacdo quali-quantitativa da composicdo quimica em diversos tipos de amostras.
Por ser uma técnica de baixo custo e que permite uma andlise eficaz e simultanea
de diversos elementos, pode ser aplicada em multiplas areas a fim de se obter uma

correla(;éo entre os elementos componentes de uma amostra.

Dentre os métodos de analise por XRF, pode-se citar a fluorescéncia de
raios-X por dispersédo de comprimento de onda (WDXRF — Wavelenght Dispervise X-
Ray Fluorescence), a fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia ou energia
dispersiva (ED-XRF — Energy Dispersive X-Ray Fluorescence), a fluorescéncia de
raios-X por reflexdo total (TXRF — Total Reflection X-Ray Fluorescence) e a
microfluorescéncia de raios-X (u-XRF — Micro X-Ray Fluorescence) (Tertian e
Claisse, 1982).

A analise por fluorescéncia se baseia em medir as intensidades (niUmeros
de raios-X detectados por unidade de tempo) de radiacdo emitidas pelos
componentes constituintes de uma determinada amostra quando um elemento
guimico é devidamente excitado, ocorrendo emissdo de uma radiacdo caracteristica
(Figura 1).

Energia de ‘1:
etq:ilm;ﬁn . - n
.-‘l L] !::
[\/\ - - . . E F*
)’\l ..":"‘ I'”"l l_.’ Raios X g b .:.,' B
J\U’:"\, { caracteristicos 2 . - --""'
fl_- E 1 in .lca
L. E | o Wl iq
| oA
Detector Ensrgla (keV)
Semicondutor
\ Eletronica /
associada

Figura 1: llustracao dos processos basicos da XRF (Serpa, 2007).
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Quando um elemento presente na amostra € irradiado por um feixe de
féton com energia equivalente ou superior a energia de ligagdo caracteristica de um
elétron localizado em um determinado orbital, este tende a ejetar os elétrons do
interior dos niveis dos atomos, 0s quais se encontram instaveis. Essa energia de
excitacdo pode ser chamada também de energia de corte de absorcdo e é
denominado, por exemplo, Ex, o corte de absorcédo de um elétron do nivel K (Figura
2).

100p
</ [CORTE DE ABSORCAO | .
o
.'“'
=z 20 o
- o
™ 10 T
z "l o
z .
:;: 5 ..
.. S
. L g
g 0,2252:: M
2 . ,:;Ir &
L] .G. f.
L] . 0‘:.‘ o"..
. Lol . i AN
I|I'F :It} 30 10 50 60 T0 B0 100

NUMERO ATOMICO

Figura 2: Energia de ligacédo ou corte de absor¢céo dos elétrons das camadas K, L e M em

funcdo do numero atdmico (Nascimento-Filho, 1999).

Em geral, encontra-se a denominacdo de energia critica de excitacao
referindo-se a energia de ligagdo, visto que essa representa a menor energia
necessaria para que elétrons sejam ejetados de um atomo. Nessa condi¢cdo, 0
atomo, com caréncia de um elétron, fica instavel, e, entdo, elétrons dos niveis mais
afastados realizam um salto quantico para preencher a vacancia. Por exemplo, se
um elétron localizado no nivel K é ejetado, a lacuna pode ser preenchida por
elétrons situados nas camadas L, M, N e cada transicao eletrénica constitui na perda

de energia do elétron, que é emitida na forma de um foton de raios-X (raios-X
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caracteristicos), de energia caracteristica e bem definida para cada elemento (Figura
3) (Nascimento-Filho, 1999).
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Figura 3: Diagrama de transi¢cdes quanticas entre os niveis K, L, M e N (Serpa, 2007).

De modo resumido, a analise por XRF se resume em trés etapas:
e Excitacdo dos elementos presentes em uma amostra;
¢ Dispersao dos raios-X caracteristicos emitidos;

e Deteccao da radiacao caracteristica.
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Os raios-X emitidos por um determinado elemento sdo denominados de
acordo com as transicdes eletrbnicas descritas anteriormente. Assim, recebem o
nome de K, e Kg 0s raios-X provenientes das transicbes L > K e M > K,
respectivamente. Da mesma maneira ocorre com 0s outros niveis, sendo assim, M

- L e N - L emitem raios-X Ly e Lg e, assim, sucessivamente (Figuras 4).

Raios-X primdrio

Raios-X &
emitido K,

Elétron ejetado
da drbita K

Raios-X
emitido Kp

Figura 4: llustracdo da emisséo dos raios-X caracteristicos.

A radiacdo caracteristica emitida pode, ocasionalmente, interagir com
elétrons de niveis mais externos desse mesmo atomo. Com isso, ao invés de ocorrer
emissdo de radiacdo caracteristica, sdo emitidos elétrons (elétrons Auger) de
energias também conhecidas. Como consequéncia desse efeito denominado Auger,
as linhas espectrais de uma dada série ndo se apresentam téo intensas por conta do
namero de vacancias criadas no orbital associado (Figura 5) (Nascimento-Filho,
1999).

A fluorescéncia pode ter seu rendimento definido como sendo 0 nimero
de raios-X efetivamente emitidos em relacdo ao numero de vacancias produzidas em
um determinado orbital do atomo (Figura 6). Pode-se perceber que o rendimento da

fluorescéncia na camada K € menor para elementos de numero baixo atémico
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(abaixo de 20), na camada L para elementos at¢é 60 e na camada M para

praticamente todos os elementos.

®
./ }. elétron
/ Mg- K Auger
radiagdo /
incidente | e \
{T@®) |
®
e o

Figura 5: Representacéo esquematica do efeito Auger (Nascimento-Filho, 1999)
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Figura 6: Rendimento da fluorescéncia dos niveis K, L e M em relagdo ao nimero atémico
(Nascimento-Filho, 1999).
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3.1.1 Analise por XRF

O primeiro tipo de analise utilizando a XRF foi a fluorescéncia de raios-X
por dispersdo de comprimento de onda (WDXRF — Wavelenght Dispervise X-ray
Fluorescence) com o uso de espectrometros. Essa técnica é baseada na lei de
Bragg (relaciona o angulo da radiacao incidente, a distancia entre planos num cristal
e o comprimento de onda da radiacdo incidente) e necessita de um movimento
preciso e sincronizado entre o cristal difrator e o detector (Figura 7) (Jenkins, 1981,
Nascimento-Filho, 1999).

A utilizacdo da WDXRF possibilitou, por exemplo, a determinacdo da
composi¢do quimica de plantas, a fim de estimar o impacto das emissfes que
ocorrem nas queimadas, uma das maiores causas da poluigcdo atmosférica. Garivait
et al (1997) quantificaram, através da WDXRF, as concentracdes de Na, Mg, P, S,
Cl, Ca, K, Mn, Fe, que sado elementos nutrientes das plantas, e também analisaram

as concentracdes de Si como possivel contaminante.

O surgimento de um detector semicondutor de Si(Li), capaz de
discriminar raios-X de energias préximas, tornou possivel o desenvolvimento
de uma nova variante da técnica de fluorescéncia de raios-X muito empregada
na atualidade, denominada fluorescéncia de raios-X por dispersao de energia
(EDXRF — Energy Dispersive X-ray Fluorescence), também conhecida como
fluorescéncia de raios-X néao dispersiva (Figuras 7 e 8) (Revenko, 1994; Paotts,
Ellis, et al., 2002).

Este método de andlise € mais comum na determinacdo das
concentragfes elementares de amostras solidas sem a necessidade de pré-
tratamento quimico. Para tornar a medida viavel em amostras liquidas, pode-se
recorrer a uma pré-concentracdo ou ao emprego de troca idnica, precipitacao,

guelacéo, etc (Nascimento-Filho, 1999).
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Figura 7: Representacdo esquemaética da fluorescéncia de raios-X por disperséo de

comprimento de onda e por dispersdo de energia (Nascimento-Filho, 1999).
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Figura 8: Geometria de excitagdo-deteccdo da EDXRF, com linhas continuas representando os
raios-X incidentes e espalhados; e os tracejados, os raios-X caracteristicos (Nascimento-Filho,
1999)
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A técnica apresenta uma alta velocidade analitica para avaliagdo semi-
guantitativa de amostras de interesse biol6gico quando sao utilizados tubos de raios-
X na excitacdo. Além disso, o emprego de fontes radioativas emissoras de raios-X
elou gama de baixa energia (principalmente fontes de >°Fe, *’Co, °°Cd, 2*Ppu,
241Am) pode substituir o uso de tubos de raios-X, o que torna a anélise mais rapida,
barata e de maior facilidade na operacdo. Entretanto, a consequéncia disso € a
perda de sensibilidade na andlise (Alvarez, Van Espen e Quintana, 2004; Singh e
Puri, 2006). Ainda assim, a ED-XRF empregada com o uso de fontes radioativas
possui inlUmeras aplicacbes em amostras que nao necessitam de uma alta

sensibilidade analitica.

Utilizando o a técnica de ED-XRF portati com o emprego de fontes
radioativas (Cd'® e Am?*), Sitko et al. (2004) estudaram, por exemplo, as
concentracbes de Zn e Pb em amostras de solo e os resultados obtidos foram
comparados com os encontrados no uso da técnica de WDXRF, sendo as diferencas

insignificantes.

Ivanova et al. (1999) determinaram, utilizando diferentes fontes
radioativas (Pu®® e Cd'®), a toxicidade dos elementos em plantas. Os resultados
mostraram como bioindicadores de poluicdo ambiental os elementos Br, Ca Fe, K,
Mn, Rb, Sr e Zn e néo foi possivel detectar os elementos téxicos As, Cd, Cu, Cr, Hg,

Ni, Se e Pb devido as suas baixas concentracdes.

Além de amostras ambientais, a técnica permite a determinagéo
elementar de amostras biologicas. Joseph et al. (2013), por exemplo, analisaram
amostras de osso femoral de pacientes com osteoporose, utilizando ED-XRF

d109

induzida por C e detector Si(Li), encontrando, predominantemente, Ca e Sr.

Embora apresente inUmeras vantagens, em analises gquantitativas, a
técnica de ED-XRF tem como desvantagem a necessidade de métodos para
correcdo do efeito de matriz, como absorcdo e reforco (enhancement) dos raios-X
caracteristicos, devido as interacfes entre 0s elementos presentes na amostra
(Karjou, 2007).

Em outra variacao da fluorescéncia de raios-X, denominada fluorescéncia

de raios-X por reflexdo total (TXRF — Total Reflection X-ray Fluorescence), estes
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tipos de efeito ndo ocorrem. Nesta técnica sdo utilizadas quantidades muito
pequenas de amostras (< 10 ul de amostras liquidas e evaporadas ou < 10 ug de
amostras solidas) depositadas em um suporte, de modo a formar um filme fino.
Sendo assim, ndo ha necessidade de correcdo para o efeito matriz, podendo-se
utilizar nas analises quantitativas uma relacao direta entre as intensidades dos raios-
X e as concentracdes dos elementos presentes nas amostras (Nascimento-Filho,
1999).

3.2 Fluorescéncia de raios-X por reflexdo total

A técnica de TXRF se baseia na excitacdo de raios-X caracteristicos de
uma amostra por radiacdo eletromagnética, por exemplo, os raios-X gerados em

tubos ou através da radiacao sincrotron (Figura 9) (Nascimento-Filho, 1999).

TXRF

DETECTOR

SUPORTE

Figura 9: Geometria de excitacao-detec¢do da TXRF, com linhas continuas representando os
raios-X incidentes e espalhados, e os tracejados séo 0s raios-X caracteristicos (Nascimento-
Filho, 1999).

Quando um feixe de radiacdo monoenergético passa de um meio (ar ou
vacuo) e atinge uma determinada superficie plana de certo material, pode adentrar,
ocorrendo a refracdo, ou pode ser refletido pela superficie com éangulo de
emergéncia igual ao de incidéncia, o que caracteriza a reflexdo. O que faz com que

ocorra um ou outro processo € a energia da radiacdo incidente, o angulo de
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incidéncia dessa radiacdo e a densidade eletrdnica do material (Nascimento-Filho,
1999).

Na reflexado total de raios-X, o angulo de refracdo tende a zero e o feixe
refratado tangencia a interface entre os meios. Assim, € necessario que haja um
angulo de incidéncia minimo (angulo critico) para que nao ocorra a refracéo e toda a

radiacdo incidente sofra reflexdo total (Figura 10) (Nascimento-Filho, 1999).

¢ > ¢critico ¢ = 't‘::n’ticu ¢‘ < t1’-:riti|:|::-

Refracdo Reflexdao

Figura 10: Representacéo da refracéo e reflexdo de um feixe de radiagdo em funcdo do angulo
de incidéncia

Desta maneira, pode-se afirmar que na TXRF a radiacdo incidente néo
interage com o suporte, atravessando a amostra tanto na incidéncia como nha
reflexdo, e, portanto, aumentando a probabilidade de que os atomos dos elementos
constituintes da amostra sejam excitados. Com isso, se faz relevante a espessura da
amostra a ser analisada, que, neste caso, é considerada um filme fino (da ordem de
microlitros), o que torna possivel desprezar os efeitos de absorcdo da radiagéo

presentes em outros tipos de andlise por XRF (Nascimento-Filho, 1999).

Desse modo, a equacao basica para analise quantitativa é a relacao entre
a intensidade fluorescente da linha caracteristica K, (salto quantico da camada L
para camada K) e a concentracdo de um elemento de interesse, que pode ser

escrito na forma:
l,=C-S (1)

em que |, representa a intensidade liquida (cps) da linha caracteristica K, emitida;

C, a concentragdo (ppm ou ng.mi™) na solucdo pipetada no suporte; e S a

sensibilidade elementar do sistema (cps/ppm) para o elemento de interesse i
(Nascimento-Filho, 1999).



27

Para calcular as concentracfes dos elementos presentes nas amostras €
necessario que um padrdo interno seja adicionado a cada uma delas, garantindo a
vantagem de se corrigir as instabilidades do sistema, tais como, flutuacbes no
gerador, problemas na emissdo e deteccdo dos raios-X e erros operacionais, como

posicionamento das amostras e pipetagem.

Os elementos utilizados como padrdes internos devem ser adicionados
nas amostras em quantidades muito pequenas, sendo os mais utilizados o Ge
(germénio) e o Ga (géalio), nas amostras liquidas, e o Co (cobalto) e o Y (itrio) em

outros tipos de amostras (Nascimento-Filho, 1999).

Dessa forma, com a utilizacdo do padrdo interno, € possivel calcular as

concentragOes dos elementos utilizando-se a equacéo 2:

ILi S

= )
Iy Sp Cp

em que, [ representa o elemento de interesse, p o elemento utilizado como padrao
interno, C a concentracdo (ppm), S a sensibilidade relativa elementar (em relagéo
ao elemento utilizado como padrdo interno) e I a intensidade dos raios-X
caracteristicos (cps).

Para calcular a sensibilidade de cada elemento, utiliza-se um padréo
multielementar constituido dos mais variados elementos em baixa concentracdo (na

faixa de ppm) e emissores de raios-X com energias ndo muito proximas para que

nao haja sobreposicéo de picos (Nascimento-Filho, 1999).

Partindo da segunda equacéao, tem-se:

li e 3.
I Cp_sp ¢ ©
Fazendo:
Ii
R, =—-C, @)
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_ Si
Sp

Sri (5)

e substituindo 4 e 5 na equacgéao 3, tem-se a equacéo 6:
Ri = SRi b Ci (6)

em que, R; representa a intensidade relativa e Sg; a sensibilidade relativa para o

elemento i.

Existe ainda uma forte correlacdo matematica entre a sensibilidade
elementar e o numero atbmico dos elementos quimicos. Dessa forma, com base nas
sensibilidades elementares dos elementos contidos na solucdo padrdo
multielementar, torna-se possivel estimar a sensibilidade para um elemento presente
na amostra e que ndo esta contido na solucdo padrdo. E, dessa maneira, estimar

sua concentracdo na amostra de interesse (Nascimento-Filho, 1999).

3.2.1 Limite de deteccao

Na analise pela técnica de TXRF, outro parametro que deve ser
considerado é o limite de deteccdo, que representa a menor quantidade que pode

ser determinada estatisticamente em relacdo a radiacdo de fundo (BG -
Background) de uma medida.

Em cada espectro de raios-X é possivel observar uma linha
aproximadamente continua sob 0s picos caracteristicos que constituem a amostra.
Tal linha é consequéncia principalmente das interacfes das radiacbes espalhadas
pela amostra com o detector e, também, das préprias radiacdes caracteristicas
emitidas por cada elemento. Deste modo, em cada pico no espectro de raios-X, ha

uma area como consequéncia, em parte, a intensidade dos raios-X caracteristicos
de um elemento i e, em parte, ao background naquela regido i (Nascimento-Filho,

1999).

Assim, para calcular o limite de deteccdo, a &rea sob o pico de cada

elemento de interesse é ajustada, obtendo-se as intensidades do background. Com
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esses valores, o calculo é feito utilizando a equacao 7 (Streli, Wobrauschek, et al.,
2008):

Ci
LD; = 3-7',/BGL- 1)

L

em que, LD; representa o limite de detecgdo do elemento de interesse i (cps), C; a
concentracdo desse elemento (ppm), I; a intensidade desse elemento (cps) e BG;

a intensidade do background (cps), sob o pico do elemento de interesse i.

Geralmente, os limites de deteccéo para a TXRF sdo bem menores que
os da EDXRF. Isto ocorre devido, principalmente, a baixa intensidade do
background, referente a baixa transferéncia de energia ao suporte da amostra em
relacdo a EDXRF; ao fluxo da radiacdo primaria disponivel para a excitacdo da
amostra, devido ao feixe refletido, que é muito mais efetivo do que na EDXRF; e a
distdncia entre a amostra e o detector de Si que é muito maior que na EDXRF,
aumentando, portanto, a eficiéncia de deteccdo dos raios-X caracteristicos

(Nascimento-Filho, 1999).

3.3 Radiacao sincrotron associada a técnica de TXRF

A radiacdo sincrotron associada a técnica de TXRF (SR-TXRF -
Synchrotron Radiation Total Reflection X-Ray Fluorescence) é mais utilizada quando
o interesse do estudo € fazer uma analise quantitativa das amostras. Ela consiste
em uma intensa radiacdo eletromagnética emitida por particulas carregadas
aceleradas em direcdo ao centro de uma orbita circular. Quando essas particulas
tém sua direcdo modificada por dipolos magnéticos, elas emitem radiacéo,

denominada sincrotron (Gordon, Hanson, et al., 1990).

Esse tipo de radiacdo tem como caracteristica alto brilho espectral, que
proporciona um aumento na intensidade dos raios-X primarios se comparados aos
gerados em tubos de raios-X convencionais. Além disso, sua alta polarizacao
possibilita um reduzido background e sua elevada amplitude espectral abrange do

infra-vermelho aos raios-X. O uso como fonte de excitacdo permite, ainda, o alcance
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de baixos limites de deteccdo quando comparados com os obtidos através do uso de

tubos de raios-X de alta poténcia (Klockenkamper, 1990, Gorgl et al., 1997).

Por conta dessas propriedades, a radiacdo sincrotron pode ser aplicada
em diversos campos de pesquisa, como, por exemplo, geologia, arqueometria,

ciéncias médicas e bioldgicas, dentre outras.

A aplicacdo da TXRF com uso de radiacdo sincrotron apresenta as

seguintes vantagens:

e Necessita de uma pequena quantidade de amostra para analise;
e Técnica nao destrutiva,
e Reducao da radiacdo de fundo;

¢ Andlise rapida e de baixo custo.

No Brasil, o uso desse tipo de radiacdo pode ser realizado no Laboratoério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) (Figura 11), localizado na cidade de Campinas-
SP. O LNLS faz parte do CNPEM - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais e é constituido por 15 linhas de luz, com feixes de raios-X, infra-vermelho
ou radiacgdo ultravioleta. Por ser o Unico laboratério da América Latina, atrai diversos
usuarios brasileiros e do exterior com o intuito de desenvolver diferentes linhas de
pesquisa (LNLS, 2007).

Figura 11: Viséo do anel de armazenamento de particulas do LNLS.
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4 — Materiais e Métodos

4.1 Amostras

A inducdo da colite e preparacdo das amostras de colon dos roedores
foram realizadas com a colaboracdo da equipe do Laboratério de Fitomedicamentos

do Instituto de Biociéncias — UNESP/Botucatu.

4.1.1 Preparacado das amostras de coélon

No estudo das composicdes elementares dos tecidos de célon com colite
induzida e tratados com diferentes farmacos, foram utilizados ratos machos da racga
Wistar (180—-220 g), provenientes do Biotério ANILAB — Paulinia/SP.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia
do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, por pelo menos cinco dias antes do
inicio dos experimentos. As condi¢Bes controladas do biotério incluem alimentacao
dos animais com racdo PanLab S.l. e 4gua corrente ad libitum, ciclo de claro-escuro
de 12 horas controlado e temperatura controlada de 21 + 2°C. O estudou seguiu um
protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo

Animal deste Instituto.

Neste trabalho foram criados 3 grupos, contendo 7 animais cada, de
acordo com 0 uso ou nao de pré-tatamento. O primeiro grupo (branco) foi composto
por animais submetidos ao estresse do experimento, porém sem indugdo de colite e
sem uso de pré-tratamento. No grupo 2 (controle), foram selecionados animais que
seriam submetidos a inducdo de colite, porém ndo receberiam nenhum tipo de
medicamento. O grupo 3 foi composto por animais com colite induzida e tratados

com prednisolona.

Para induzir o processo inflamatério, foi utilizado o método descrito por
Morris et al. (1989), com algumas alteracfes. Todos 0s animais do experimento
foram submetidos a um periodo de 24 horas de jejum e, em seguida, anestesiados
com éter. O acido utilizado na inducéo de colite, o 2,4,6 trinitrobenzenosulfénico
(TNBS), foi previamente preparado e a administracdo foi realizada por via retal
(intracoldnica). Uma solucdo de 0,25 ml contendo 10 mg de TNBS em etanol a 50%
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(v/v) foi inserida através de um catéter de teflon (diametro de 2 mm) introduzido pelo
anus do animal até uma profundidade de 8 cm. Desde a introducdo do catéter até a
remocdo, 0s animais sdo mantidos em posicdo vertical (de cabeca para baixo), até

gue desaparecam os efeitos da anestesia.

Os animais do grupo branco, como nao tiveram colite induzida, receberam

administracao de solucéo salina ao invés do TNBS.

As doses de tratamento (2 mg/kg de prednisolona) foram administradas
96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da inducdo da colite, por via oral, através de uma
sonda esofagica. Os animais dos grupos branco (sem colite e sem tratamento) e
controle (com colite e sem tratamento) foram utilizados como padrdo comparativo e
receberam solucdo salina por via oral, jA que ndo receberam o pré-tratamento.
Todos os animais foram sacrificados 48h apo6s a inducédo da colite e tiveram os
célons retirados e analisados macroscopicamente, quanto aos danos intestinais

causados, e posteriormente tiveram suas composi¢coes elementares estudadas.

A analise macroscopica dos célons leva em consideracdo o comprimento
e peso do colon, assim como a severidade e extensdo da lesdo causada no intestino

de acordo com uma escala descrita por Bell et al. (1995) (Figura 12).

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem ulceras
2 Ulcera linear sem inflamac3o significante
3 Ulcera linear com inflamacdo em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacao
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacao
maior que 1 cm ao longo da extensdo do cdlon
6-10 |Se o prejuizo cobrir mais que 2 c¢cm ao longo da extensdo do cdlon (o
escore € aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Figura 12: Critério para avaliacdo da gravidade e extensao da lesao coldnica (Bell et al., 1995).
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Nessa analise, foi constatada a presenca de lesdes em todas as amostras
dos grupos controle e tratado (escore = 4) e o grupo branco apresentou escore 0,

nao apresentando lesBes colbnicas.

Apoés serem analisados macroscopicamente, os coOlons foram divididos,
cada um, em seis fragmentos longitudinais. Trés desses fragmentos foram
novamente divididos em pequenas porc¢des, desta vez na regido lesionada do cdlon.
Em seguida, as amostras foram digeridas em acido nitrico, utilizando HNO3; — 63%, e
aquecidas em banho-maria a 60°C durante 2 horas. Logo apés, as amostras foram

diluidas em agua deionizada.

Para a andlise quantitativa das composi¢cdes elementares das amostras,
foi pipetada uma aliquota de 25 pL de cada amostra em recipientes contendo 25 pL
de Ga (padrao interno). Desse total de 50 uL, foram pipetados 5 pL, em triplicata,
sobre suportes de Si e em seguida levados para secagem em estufa a 60°C (figura
13).

HNO, H.0 Ga
Digestéao rde'“"'z"d“ Triplicata

r r
%\#ﬂ-}% N % -

Amostra

r Secagem

Figura 13: Esquema representativo da preparac¢éo de amostras.

4.2 Arranjo experimental
4.2.1 Analise quantitativa

As analises quantitativas foram realizadas na linha D09B — XRF no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS, que faz parte do Centro Nacional de
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Pesquisa em Energia e materiais (CNPEM), em Capinas — SP (figura 14) (Pérez et
al., 1999).

Figura 14: Aparato experimental da Linha DO9B — XRF (LNLS).

A irradiacdo das amostras, depositadas em suportes de Si, foi realizada
utilizando-se radiacdo sincrotron (feixe de 16,5 keV) e os raios-X caracteristicos
emitidos pelas amostras foram detectados através de detector de Si(Li). Em cada

medida, o tempo de aquisicdo adotado foi de 100 s.

A posterior analise dos espectros gerados foi realizada através dos
programas AXIL e WinQxas (IAEA, 2006), possibilitando, assim, obter os valores
necessarios para os calculos das concentracdes dos elementos que constituem as

amostras.

Para determinar as sensibilidades relativas dos elementos, foram
utilizadas como padrdes multielementares, amostras da solu¢cdo Multielement Atomic

Spectroscopy Solution, da marca Fluka, com composi¢cbes conhecidas e em
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diferentes diluicbes. Essas amostras receberam acréscimo de Ga como padréo
interno e foram analisadas sob as mesmas condi¢cdes das outras amostras com

concentragdes elementares a serem determinadas.

Essas amostras padrdo também foram utilizadas para determinar o limite

de deteccédo para cada elemento constituinte das amostras.

4.3 Analise estatistica

Apés a determinacdo das concentracdes dos elementos presentes nas
amostras estudadas, os dados foram analisados e apresentados na forma de média

+ desvio padrdo da média.

Para fazer a comparacdo entre duas amostras, os valores médios
encontrados foram analisados através do teste “t” de Student e para comparacao

entre mais de duas amostras, foi feita a Analise de Variancia (ANOVA).

As analises foram complementadas com o teste de comparacdes
multiplas de Tukey-Kramer, adotando um nivel de significancia de 5%. Neste tipo de
analise, leva-se em consideragdo o seguinte critério: para valores de p < 0,0001,1q a
diferenca entre as médias € extremamente significativa; para valores de p < 0,001, a
diferenca € considerada muito significante; para valores de p < 0,05, é significante; e

para valores de p > 0,05, as diferencas sdo consideradas nao-significantes.

Os calculos estatisticos foram realizados através do programa Minitab,
versao 14.20.0.0 (State College, USA).

4.4 Analise do coeficiente de correlacdo de Pearson

Apo6s a determinacéo das concentracdes dos elementos constituintes das
amostras e das analises estatisticas, foi ainda calculado o coeficiente de correlacéo
de Pearson p, que indica o grau de correlacéo (e se ela é positiva ou negativa) entre

duas variaveis.
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Os valores desse coeficiente variam entre -1 e 1, podendo também ser
expressos em termos de porcentagem, assumindo o valor 1 (100 %) como sendo
indicativo de uma correlagcédo perfeita positiva entre as duas variaveis em questao,
isto é, quando uma delas aumenta, a outra também aumenta, e quando uma delas
diminui, a outra também diminui. Quando o coeficiente apresenta valor -1, significa
gue as variaveis apresentam uma correlacdo negativa (ou anti-correlacdo de 100 %),
isto significa que, se uma variavel aumenta, a outra diminui e vice-versa. Se o valor
encontrado for igual a 0, as variaveis ndo apresentam correlacdo, sdo totalmente

independentes (pelo menos linearmente).

Para determinar o coeficiente de correlagcdo, utiliza-se a seguinte

equacao:

S D i)
p =
JZ?=1(xi—f)2 Jz;;l(yi—:v)z

8

em que, n é o numero de dados, x; e y; sdo os valores medidos de cada variavel e

X; e y; séo os valores médios de cada variavel.

Para a andlise de correlacdo geralmente adota-se 0 seguinte critério: para
valores iguais ou maiores que 70 % positivo (negativo), h4 uma forte correlacéo
(anti-correlacéo) entre as variaveis; para valores entre 30 % a 70 % positivo
(negativo), existe uma correlacao (anti-correlagdo) moderada e para valores de 0 a

30 % positivo (negativo), ha uma fraca correlacdo (anti-correlagéo).

Os calculos da correlagdo de Pearson foram implementados no programa
Mathcad, versédo 14.0 (Needham, Massachusetts, USA).



5 — Resultados e Discussao
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Com o objetivo de analisar a composicdo das amostras de célon, suas

concentracfes elementares foram obtidas utilizando SR-TXRF. Um tipico espectro é

apresentado na figura 15, que ilustra a presenca dos elementos P, S, ClI, K, Ca, Ti,

Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Br, e Rb.

10|
|
r l
10° |
Zn
L in
g Ni Ga
o) e Br
O Fe
b
10° 1 1 1 1
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Figura 15: Espectro caracteristico de uma amostra de co6lon de roedor submetido a inducéo de

colite (grupo controle)

5.1 Céalculo das sensibilidades relativas

Para determinar as sensibilidades relativas, foi utilizada uma solucao

padrdo em 6 diluicdes diferentes, contendo elementos e concentracfes conhecidos.

Em todas as diluicdes, o elemento Ga esta presente, utilizado como padréo interno

nas amostras a serem analisadas (Tabela 1).



Tabela 1: Constituicdo das diferentes diluicdes da solucédo padréo, e suas respectivas

concentracdes (ppm)

Solugéo padréo

Elemento

D1 D2 D3 D4 D5 D6
K (Z=19) 100,00 81,82 72,73 63,64 54,54 45,45
Ca (Z=20) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 4,5
Cr (Z=24) 50,00 40,9 36,36 31,82 27,27 22,73
Mn (Z=25) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 4,5
Fe (Z=26) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 4.5
Ni  (Z=28) 50,00 40,90 36,36 31,82 27,27 22,73
Cu (Z=29) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 4.5
Zn (z=30) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 45
Ga (Z=31) 9,32 9,32 9,32 9,32 9,32 9,32
Sr (Z=38) 10,00 8,20 7,27 6,36 5,45 4,5
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A partir da relagc&o entre intensidade relativa e concentracao elementar, foi

possivel obter a sensibilidade relativa para cada elemento que constitui a solugéo

padrdo. Com isto, foi determinada a curva de sensibilidade relativa em funcéo do

namero atdbmico para a linha K (Figura 16).

Com a equacdo ajustada da curva, pode-se determinar o valor da

sensibilidade relativa de qualquer elemento.

5.2 Limite de deteccao

O limite de deteccdo para cada constituinte da amostra foi calculado a

partir dos espectros obtidos através da amostra e utilizando a equacéo 7 para fazer

o calculo para cada elemento da amostra, que possui composi¢do conhecida. Com
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os valores obtidos, foi possivel determinar a curva do limite de deteccdo em funcéo

do ndmero atdmico (Figura 17).

In(S,)=-511,69Z° +91997" —6,537° +0,247° —4,17x10° Z +2,.89x10

Sensibilidade relativa §

1.0 4
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Figura 16: Curva de sensibilidade relativa

In(LD)=-122x10°2Z° +1,70x107 Z* =9.80x1072 72 +2,70Z* —=36.96Z + 200,49

Limite de detecgao (ng/g)
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Figura 17: Limite de deteccéo calculado a partir das amostras certificadas.
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Com a equacdo da curva ajustada, pode-se determinar o limite de

deteccéo para qualquer elemento.

5.3 Andlise das amostras

Apés a obtencdo dos espectros de cada amostra e das
sensibilidades relativas, as concentracfes dos elementos constituintes foram

calculadas em funcéo do elemento padréao.

Na tabela 2 sdo apresentados os valores de concentracdo em pg.g™
obtidos para os elementos P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Br e

Rb na forma valor médio = desvio padrdo da média.

Ao analisar os valores médios das concentracdes dos elementos
constituintes das amostras de célon, pode ser observado que os elementos P, S, K,
Ti, Cr, Fe, Cu, Se e Rb apresentaram maiores concentra¢cées nas amostras do grupo
controle, composto por animais submetidos a inducédo de colite, mas sem uso de
pré-tratamento. Pode ser observado também que o elemento Br s6 foi detectado

nesse grupo.

Os elementos Cl, Ca e Ni apresentaram maiores concentragfes nas
amostras do grupo branco, composto por animais submetidos ao estresse do
experimento, porém sem indugéo de colite e sem uso de pré-tratamento. O elemento

Mn s6 foi detectado nesse grupo.

Ja& o elemento Zn apresentou maior concentracdo nas amostras do grupo

tratado, composto por animais com colite induzida e pré-tratados com prednisolona.

Pode ser observado também que o elemento que apresenta maior

concentragcao nas amostras dos trés grupos analisados é 0 S.

Apesar de diferencas nas concentracdes, pode ser observado que
somente 0 grupo controle apresentou diferenca significativa (p < 0,005) na

concentracao de K mais alta em relagdo aos grupos branco e tratado.

Adicionalmente, foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson

entre os diferentes elementos para cada tipo de amostra (Tabelas 3-5).



Tabela 2: Concentragédo elementar obtida (ug.g™) das amostras de célon utilizando SR-TXRF.
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Branco

Controle

Tratado

P (Z=15)

S (z=16)

Cl (z=17)

K (Z=19)

Ca (Z=20)

Ti (2=22)

Cr (2=24)

Mn (Z=25)

Fe (Z=26)

Ni (Z=28)

Cu (Z=29)

Zn (Z=30)

Se (z=34)

Br (Z=35)

Rb (2=37)

58916 + 19864 *

134455 + 70396 @

45338 + 18449 ©

23,17+8,40°

18,89+ 7,532

1,808 + 0,508 *

69,4 +40,1°2

0,23 +0,0128

0,459 +£0,125°

16,27+ 7,302

265,8+91,1°

0,638 + 0,223 °

0,0228 + 0,0136 °

Nd

1,524 + 0,740 ©

267860 + 141633 *

361710 + 223323 °

43559 + 9786 *

1459 + 33,8 °

5,91+2,00°

2,08+1,13°

225,1+89,2°

Nd

2,18+ 1,54°

12,67 £ 3,132

544 + 1732

0,758 £ 0,193 °

0,492 + 0,302 °

0,1172 + 0,0967

6,17 + 3,12 °

77265 + 21658°

294076 + 77876 °

14830 + 3785 °

65,1+ 135°

11,65+3,712

0,340 + 0,307 ®

72,0+ 26,8°

Nd

0,770 £ 0,451 ®

4,409 + 0,906 ®

457 + 122 ¢

0,909 + 0,190 ®

0,449 + 0,329 °

Nd

1,571 +0,368 °

2P letras diferentes representam diferencas estatisticas (p < 0.05) entre as concentracdes
do mesmo elemento em diferentes amostras. Nd: elemento ndo determinado.
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Analisando os resultados, as amostras de colon ndo apresentaram
nenhuma anti-correlagdo forte (superior a 70 %) entre o0s elementos
encontrados em nenhum dos grupos. As fortes correlagbes apresentadas

foram grifadas nas tabelas e sédo descritas a seguir.

Os elementos P e S s6 apresentaram fortes correlagdes entre si nas
amostras do grupo branco (83 %) e nas amostras do grupo tratado (96 %). No
grupo controle, ndo apresentaram forte correlagdo entre si e com nenhum dos

outros elementos encontrados nas amostras.

O elemento Cl apresentou correlagdes com os elementos Ni (99 %),
Cu (88 %), Zn (86 %) e Rb (71 %) nas amostras do grupo branco. Para as
amostras do grupo controle, apresentou correlagdes com os elementos K (91
%), Ni (95 %) e Cu (73 %). Para as amostras do grupo tratado, foram obtidas
correlacdes relevantes com os elementos K (80 %), Ti (76 %), Ni (88 %), Cu
(92 %) e Zn (71 %).

Para o elemento K ha correlagbes com Cu (94 %) e Zn (84%) nas
amostras do grupo branco. Nas amostras do grupo controle, o K apresentou
correlacdo de 91 % com CI, de 95 % com Ni e de 81 % com Cu. Ja nas
amostras do grupo tratado, o elemento apresentou correlagcbes com Cl (80 %),
Ni (91 %), Cu (85 %) e Zn (81 %).

O elemento Ca sO apresentou correlagédo forte com o elemento Ti
(72 %) nas amostras do grupo controle. Nos demais grupos, ndo apresentou

nenhuma correlacao forte com os outros elementos encontrados.

Além da correlacdo de 72 % com o Ca nas amostras do grupo
controle, o Ti também apresentou forte correlagdo com CI (76 %) e Cu (70 %)
nas amostras do grupo tratado. JA& no grupo branco, o elemento nao
apresentou nenhuma correlacdo superior a 70 % com o0s outros elementos

encontrados nas amostras.

O elemento Fe nao apresentou nenhuma correlagdo forte com os
outros elementos das amostras dos grupos branco e tratado. Este elemento s6

apresentou correlacdo com o Rb (84 %) nas amostras do grupo controle.
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Ja o elemento Ni apresentou correlacbes em todos 0S grupos
analisados. Ha correlagcbes com Cl (99 %), Cu (84 %) e Zn (82 %) nas
amostras do grupo branco; com CI (95 %), K (95 %) e Cu (81 %) nas amostras
do grupo controle; e com CI (88 %), K (91 %), Cu (94 %) e Zn (72 %) nas

amostras do grupo tratado.

O elemento Cu também apresentou correlacdes em todos 0s grupos.
No grupo branco, apresentou correlacbes com CI (88 %), K (94 %), Ni (84 %) e
Zn (88 %). No grupo controle, h& correlagcdes com Cl (73%), K (81 %) e Ni (81
%). E nas amostras do grupo tratado, apresenta correlacées com Cl (92 %), K
(85 %), Ti (70 %) e Ni (94 %).

O elemento Zn apresentou correlagdes com Cl (86 %), K (84 %), Ni
(82 %) e Cu (88 %) nas amostras do grupo branco. Nas amostras do grupo
tratado, apresentou correlacées com Cl (71 %), K (81 %) e Ni (72 %). J& nas

amostras do grupo controle, o elemento ndo apresentou fortes correlagdes.

O elemento Rb sé apresentou correlagbes com ClI (71 %) nas

amostras do grupo branco e com Fe (84 %) nas amostras do grupo controle.

Os elementos Cr e Se nao apresentaram correlagbes superiores a
70 % com os outros elementos das amostras de nenhum dos grupos

analisados.

Os elementos Mn e Br s6 foram detectados nas amostras do grupo
branco e controle, respectivamente, e também nédo apresentaram correlacdes

fortes com os outros elementos das amostras.

As fortes correlacdes entre os elementos constituintes das amostras

dos grupos analisados estdo resumidamente apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6: Correlacdes de Pearson superiores a 70 % entre 0s elementos das amostras.

Correlacao forte (%)

Branco Controle Tratado
P (Z=15) S (83) S (96)
S (z=16) P (83) P (96)
Cl (z=17) Ni (99), Cu (88), K (91), Ni (95), K (80), Ti (76), Ni (88),
Zn (86), Rb (71) Cu (73) Cu (92), Zn (71)
K (Z=19) Cu (94), Zn (84) Cl (91), Ni (95), Cl (80), Ni (91),
Cu (81) Cu (85), Zn (81)
Ca (Z=20) Ti (72)
Ti (2=22) Ca (72) Cl (76), Cu (70)
Cr (Z=24)
Mn (Z=25)
Fe (Z=26) RDb (84)
Ni (Z=28) Cl (99), Cu (84), Cl (95), K (95), Cl (88), K (91),
Zn (82) Cu (81) Cu (94), Zn (72)
Cu (2=29) Cl (88), K (94), Cl (73), K (81), Cl (92), K (85),
Zn (82), Ni (84) Ni (81) Ti (70), Ni (94)
Zn (Z=30) Cl (86), K, (84), Cl (71), K (81),
Ni (82), Cu, (88) Ni (72)
Se (Z=34)
Br (z=35)
Rb (Z=37) Cl (72) Fe (84)
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6 — Concluséao

Este trabalho apresentou resultados da composicdo multielementar
de amostras de colon de roedores sem e com inducdo de colite e submetidos
ao uso de prednisolona, um dos medicamentos mais utilizados no tratamento
da doenca. Para a analise, foi utilizada a técnica de TXRF, utilizando radiacao

sincrotron.

A técnica de SR-TXRF foi eficiente na determinacdo das
concentragdes dos elementos P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Br
e Rb.

Nos resultados obtidos, foi empregado o teste estatistico de Tukey,
com significancia estabelecida de 5 %. O teste foi realizado comparando
amostras duas a duas, apresentando a significAncia, ou nao, entre as
diferengas dos valores médios das concentragfes dos elementos constituintes
das amostras. Nas andlises de coélon, apesar de o0s elementos terem
apresentado diferencas em suas concentragdes, somente a concentracdo do

elemento K foi estatisticamente significativa (p < 0.05).

A partir dos dados obtidos, foi calculada também a correlacdo de
Pearson, que mede o grau de correlacdo entre os elementos constituintes das
amostras. Nesta analise foi observado que o0s grupos branco e tratado
apresentaram correlacdes entre os elementos P e S, diferentemente do grupo
controle. Outra diferenca é a correlacdo entre os elementos Ca e Ti encontrada
apenas no grupo controle, o que possivelmente poderia caracteriza-los como
bioindicadores da colite. Apesar disso, ndo ha na literatura dados que

confirmem tal relagéo.

Embora alguns estudos relacionem os elementos Zn, Ca e Se com a
neutralizacdo da colite (Jacobs, 1988, Galloway et al., 1987, Hadjiolov e
Grueva,1986), os resultados apresentados neste trabalho ndo demonstram

correlacdes entre eles nas amostras dos grupos analisados.
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7 — Perspectivas Futuras

Com o intuito de dar seguimento a este estudo, algumas propostas sao

sugeridas:

e Analisar um maior nimero de amostras a fim de conferir a
reprodutibilidade dos resultados, dando maior énfase nos elementos com atividades

comprovadamente relacionadas com a neutralizagdo da colite.

e Analisar os célons por microfluoréscencia de raios-X, para
mapeamento da distribuicdo multielementar na regido da lesdo para diferentes tipos

de tratamento de colite.

e Analisar amostras de diferentes tipos de medicamentos utilizados

no tratamento da doenca digeridos em meio acido.
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