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Uso da fluorescéncia de raios X portatil (XRF) in vivo como técnica alternativa
para acompanhamento dos niveis de ferro em pacientes com sobrecarga de ferro

The in vivo use of portable X-ray fluorescence as an alternative technique for the accompaniment
of iron levels in patients with iron loading

Marcelo Estevam?!
Carlos R. Appolonit

Foi investigada a viabilidade da aplicagdo da técnica de fluorescéncia de raios X
(XRF) como alternativa para acompanhamento dos niveis de ferro em pacientes
portadores de talassemia maior (beta-thalassemia) e hemocromatose hereditaria
(HH). As medidas foram realizadas no Hemocentro do Hospital Universitario e no
Laboratorio de Fisica Nuclear Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. Foi
acompanhada uma portadora de talassemia maior e quatro pessoas sadias. Foi
utilizado um sistema portatil de XRF constituido de uma fonte de Raios X de 238Pu e
um detector de SiPIN diodo, para as medidas in vivo na m&o. O sistema foi calibrado
medindo simulados de soluc@o aquosa com 15 a 150 ppm de ferro. A duragdo de
cada medida foi de 50 s. O limite de deteccéo (LLD) atingido foi de 13 ppm de ferro.
A dose de radiacéo na pele foi de 10 mSv. A paciente de talassemia apresentou 74 +
6 ppm de ferro, enquanto pessoas sadias apresentaram valor médio de 53 + 5 ppm
de ferro. Os resultados estdo de acordo com a literatura, que informa niveis de ferro
na pele de 15 a 60 ppm em pessoas sadias e de 70 a 150 ppm em pacientes portadores
da talassemia maior. Foi concluido ser vidvel a aplicagdo da XRF para acompa-
nhamento de pacientes de talassemia maior e HH. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(3):153-159.

Palavras-chave: Talassemia; sobrecarga de ferro; fluorescéncia.

Introducéo pele.r23 Apresentamos neste trabalho medidas in vivo na
pele da mé&o de quatro pessoas sadias e um portador de
Portadores de talassemia maior (beta-thalassemia) ou talassemiamaior através datécnicadefluorescénciaderaios

hemocromatose hereditaria (HH) apresentam um elevado
acimulo deferro no organismo devido ao tratamento dado-
enca e a propria doenga, respectivamente. Atualmente, o
monitoramento do acimulo de ferro é realizado através do
acompanhamento daferritinasérica.

Alguns estudos informam que a sobrecarga férrea
do organismo é proporcional a concentracdo de ferro na

X (XRF), técnica precisa, rapida, ndo invasiva e capaz de
repeticdes regulares.

O objetivo desse trabalho € investigar os resultados
das medidas de ferro em pele humana utilizando um aparato
experimental portétil de XRF, verificando se estes niveis séo
compativels com os niveis associados a doenca talassemia
maior eHH.

*Professor. Universidade Estadual de Londrina, CCE, Depto. de Fisica, Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada, Londrina-PR.

Universidade Estadual de Londrina, CCE, Depto. de Fisica, Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada, Londrina-PR.

Correspondéncia: Marcelo Estevam

Universidade Estadual de Londrina Depto. de Fisica
Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445 Km 380

86051-990 — Londrina-PR - Brasil

Caixa Postal 6001

Fax: (55 43) 3371-4166

E-mail: marceloestevam@yahoo.com.br — appoloni@uel.br
Doi: 10.1590/S1516-84842009005000043




Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(3):153-159

Estevam M et al

Tabela 1. Resumo dos artigos que reportam resultados de XRF in vivo

Técnicas I . Tempo de Elementos e
Autor / ano de XRF Fonte de Excitacio Matriz / amostra Medidas Dose (Local) Limite de detecgdo (LLD)
D.S. Maclean et al XRF 241 pm (500mei) [ emeasderatos/ g 0.68-1.1 rem | (no informado)
1995 pele
A. Shukri et al 109 . Simulados de .
1995 5 KXRF Cd (100 mCi) FeSO4 20 min 5SmSv Fe (119 ppm)
D S M ean etel XRF 241 Am (500mCi)  Humanos/pele  25min 242 mrem | (ndo informado)
J. M. O'Meara et al 57 . Simulados / .
19987 XRF Co (1 mCi) gesso de Paris 60 min 80 nSv U (20 ppm)
.M. 02'3”0%“‘;6 tal  pojarizado  Tubo de Raios X solf"l‘:s"a:"j c:sas Nao 8-14 mGy/h Hg (26-54 ppm)
XRF (250kVe 15mA) 50 goes aq informado (pele)
opadas de Hg
Simulados /
D. A. Bradley et al Tubo de Raios X solugbes aquosas . Fe (20 ppm), Zn (10 ppm)
2000° XRF (15kV. 23 mA) dopadas de 33.3 min 16 mSv e Cu (5 ppm)
Fe, Zne Cu
J. M. O'Meara Tubo de Raios X ) . Hg (19 ppm)
200410 XRF (200 KV e 20 mA) Humanos / rim 50 min 5 mSv
P.A.Ali . . Humanos / cabega
Polarizado Tubo de Raios X . Pt (5,6 ppm)
11
1998 XRF (220 KV) e tumores de 33.3 min 3mGy
pescogo
S Shakeshat XRF 153 Gd (24 GBq) Humanos / im 30 min 100 Sv (rim) Au (30-60 ppm)
J. ?ggg??on XRF Tubo de Raios X Humanos / rim 30-50 min 5 mGy (pele) Hg (12-45 ppm)
. ) Tubo de Raios X
J. 0. Christoffersson Polarizado Humanos / . 10 mGy Cd (8-20 ppm)
198314 XRF (150 k;ﬁﬂ:mmA) € cértex do rim 30 min (5 cm?da pele)
J. 0. Christoffersson Tubo de Raios X Humanos / 33.3 min . Cd (8-20 ppm)
198715 XRF (150 KV, 15 mA) cortexdorim  (tempovivo) 1 °© MGY (fim)
) Simulados /
F.H.H. Al-Ghorabie et a/ - .
16 99 133 garrafas de Nao Pt (no informado)
2001 XRF mTc e %° Xe polietileno informado 7 mGy (pele)
com agua

Fluorescéncia de raios X in vivo

Nadeteccdo deferro por XRF devido asenergiasrela-
tivamente baixas dos fotons fluorescentes emitidos pelo
ferrodeenergiasKo eK3 6,40keV e7,06 keV respectivamen-
te, a profundidade da penetracdo no tecido é pequena, da
ordem de alguns milimetros.*+* I sto significaque umamedi-
da ndo invasiva deve ser feita em tecidos superficiais, tais
como a pele, e correlacionada entdo com os resultados de
exames rotineiros realizados pel os portadores de talassemia
meaior.

Técnicas ndo invasivas para determinacéo de concen-
tracOes de metais pesados in vivo foram desenvolvidas ex-
tensivamente durante os Ultimos 25 anos. A Tabela 1 resume
os principaistrabal hos relacionados com XRF in vivo. Atual -
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mente, atécnicade XRF in vivo pode ser utilizada para apli-
cagOes biomédicas, pois nas Ultimas décadas foram desen-
volvidos detectores de raios X resfriados por efeito Peltier,
nao sendo necessario, para sua operacao, nitrogénio liqui-
do, e com resolucéo em energia suficiente para medidas in
vivo, assim como fontes de baixa atividade proporcionando
doses seguras de radiacéo.

Poucos trabal hos estudaram o elemento ferro no orga-
nismo humano. A maior parte dos estudos determina os ni-
veisde metais como cadmio, ouro, iodo, chumbo, mercirioe
platinano organismo. Paraadeteccdo desses metais utilizan-
do XRF in vivo é necessério conhecer alocalizagao organica
da sua concentracdo. A Tabela 2 mostra a localizagdo dos
estudos in vivo de alguns metais no organismo humano,
bem como o nimero atdmico desses elementos.'’
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Tabela 2. Principal localizacdo das medidas de XRF
in vivo e numero atdmico para alguns elementos

Local da medida de Namero
Elemento . -
XRF in vivo atémico
Cadmio (Cd) Figado e rim 48
Ouro (Au) Rim, figado e ossos 79
lodo (1) Glandula tireoide 53
Chumbo (Pb) Ossos 82
Mercurio (Hg) Ossos, figado, rim e 80
glandula tireoide
Platina (Pt) Rim, figado e 78
neoplasias

Em certas condicdes, podem ser usadas as concentra-
¢Bes de metaisem sangue e urinaparaavaliar aconcentragdo
demetal emum érgdointerno. Porém, em geral estasrelagdes
ndo sdo simples ou bem conhecidas. As concentracdes de
metai s em sangue e urinapodem ser influenciadas por varios
fatores como o nivel de exposi¢éo continua, funcdo renal e
diferencasindividuais nacinéticado metal .°

Em contraste com métodosin vitro, umamedidain vivo
representa uma estimativa direta da concentracéo de metal
apresentada no 6rgdo. As duas principais técnicas in vivo
sdo aandlise por ativagdo neutronica(NAA), empregadaem
pesquisas com animais, e fluorescénciaderaios X (XRF). 2
A XRF in vivo pode ser usada para quantificar a concentra-
¢do deferro, cadmio, mercurio, chumbo e outros metai s pesa-
dos diretamente nos 6rgaos e tecidos do corpo.

Talassemia maior

O portador datalassemia maior apresentaumaanemia
por faltaou maformagéo dahemoglobina. Transfusdesregu-
lares de concentrado de hemécias associadas ao uso de
guel antes de ferro aumentaram a sobrevidade pacientes com
talassemiamaior. O uso dadeferroxamina(DFO), introduzida
noinicio dadécadade 60, foi aceito como tratamento quelante
padrdo em pacientes cronicamente transfundidos com so-
brecargadeferro. No entanto, foi aplicadamaisde umadéca-
dadepois, nos paises com condi¢des de arcar com 0s custos
relativamente elevados destaformadeterapia.® A comprova-
¢do inequivocado beneficio destamodalidade de tratamento
veio através de dois estudos clinicos em pacientes com
talassemia maior, com mais de dez anos de seguimento, que
demonstraram que o uso da DFO esta associado a um au-
mento da sobrevida e menor risco das complicagdes rel acio-
nadas ao ferro.2?

Emborao ferro hepético seja usado como padréo-ouro

155

daavaliagao do aciimul o de ferro em pacientes tal assémicos,
€ no musculo cardiaco que o ferro exerce seu papel mais
importante, sendo a doenca cardiaca a principal causa de
morte nestes pacientes.®>?® A quelacdo com a DFO é capaz
ndo s6 de mudar as curvas de sobrevida de pacientes
talassémicos por diminuicéo das mortes por doenga cardia-
ca, mas também de reverter alteragdes cardiacas ja estabe-
lecidas quando usada continuamente por via endovenosa e
por periodos superiores a um ano.252

Um dos problemas que motivou o estudo da aplica-
bilidade da XRF in vivo estarelacionado ao manejo datera-
pia quelante e sua relagdo com a doenga cardiaca e afalta
de métodos alternativos de avaliacédo do ferro cardiaco.
Apbs ademonstracao de que os niveis daferritinaséricae
ferro hepatico muitas vezes néo se correlacionam com a
progressao da doenca cardiaca, a busca por estes métodos
tornou-se uma nova éarea de interesse cientifico.?”
Recentemente, a utilizacdo de métodos de ressonancia
magnética (RM) paraavaliacado do ferro cardiaco e hepético
abriu apossibilidade de umaterapiaquelante maisracional.
No entanto, estes métodos ainda carecem de padroni zag&o,
0 que torna até mesmo a analise de artigos cientificos de
grupos distintos complicada por diferencas nos protocolos
de avaliagdo.? Nosso grupo trabalha no emprego da XRF
in vivo para monitoramento da sobrecarga de ferro em
portadores de talassemiamaior e hemocromatose hereditéria.
Esta técnica com recursos tecnoldgicos atuais, apresenta
precisdo adequada.

Hemocromatose hereditaria (HH)

O termo hemocromatose serefere asdoengasnasquais
ha um aumento progressivo nos estoques corporeos de fer-
ro, 0 que ocasiona sua deposi¢cao nas células parenqui-
matosas do coragdo, hipdfise, gbnadas, pancreas, figado e
outros 6rgéos, com posterior dano estrutural e funcional des-
tes* Na auséncia de terapéutica adequada e precoce, qual
sejaaremocao dasobrecargaorgénicadeferro, surgem com-
plicaces da doenca: insuficiéncia cardiaca, disfuncéo
hipofisaria e gonadal, diabetes mellitus, cirrose hepética e
carcinoma hepatocelular, entre outras, 2829

Em condic¢Bes normais, o contelido total de ferro no
organismo é muito estavel: cercade 4 a5 g. Entretanto, nos
pacientes sintométicos com hemocromatose hereditéria, o
gue geramente ocorre entre os 40 e 60 anos de idade, os
estoques do metal situam-se entre 20 e 40 g, como conse-
guéncia da hiperabsorcéo intestinal de ferro, muito acima
das necessidades orgénicas, a despeito de ingestao dietética
com conteido normal do metal >

A remocao deferro por venisseccao aindaéaprincipal
modalidade terapéuticaparaaHH, comindiciosevidentesde
melhora da sobrevidaem vérios estudos.**” Assim como no
tratamento datalassemia, osniveisdeferritinapodem oscilar
muito durante o tratamento.
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Casuisticae Método

Além dosfatores fundamentais paraaeficaciadaX RF
in vivo, como nimero atbmico dos elementos, energia da
radiagdo empregada, regido e profundidade de interagcdo da
radiacéo, o efeito que é maisrelevante em aplicagdesin vivo
€ a dose de radiacao, tendo em vista seus efeitos organicos.
A eguagdo 1 estimaadose daradiacdo em relacdo adisténcia
fonte - amostra, tempo de exposicéo, fatores geométricos e
caracteristicadafonte de 238Pu.*®

D =1,96.107.©/r? [Sv.s*] @

onde r é a distancia fonte - amostra, e © contém os
fatores geométricos.

A profundidade de interacdo da radiacdo também foi
calculada. O coeficiente de atenuacdo linear (1) dapele para
umaenergiade 8,4 KeV é 9,036 cmt.*® A equagdo da passa-
gem daradiacdo el etromagnéticaatravés damatéria se carac-
terizapor umaabsor¢ao exponencial, equacao 2.3

=1, e @

Para alinha dafluorescénciado ferro, Koo = 6,4 keV,
decorrequeu = 20,4 cmt. Assim 13% dosfétons defluores-
céncia da camada K gerados a uma profundidade de 1 mm
emergem da pele. Portanto a detecc&o do ferro pelo arranjo
experimental utilizado € predominante nas camadas mais su-
perficiaisdapele.

E importante ressaltar aaplicabilidade do sistema X RF
utilizado por ser pequeno e portétil (PXRF) e operante em
temperaturaambiente. Seus resultados mostram-se compati-
velscom outras técnicas como scanning electron microscopy
(SEM), energy dispersive X-ray fluorescence (EDXRF),
electronic paramagnetic resonance (EPR) e Mdesshauer
spectroscopy. 404t

Foi utilizado nesse trabalho um detector de Si-PIN
Fotodiodo, resfriado por efeito Peltier. A resolucdo em energia
paraalinhade5,9eV doMnéde220eV (Figural).Afontede
raios X utilizadafoi deZ®Pu, que apresentalinhas de energia
de13e17keV. Osespectrosde X RF foram analisados usando-
seum grupo de programas do AXIL - IAEA %

O objetivo de nosso estudo era saber se poderiamos
medir uma quantidade significativa de ferro de maneirando
invasiva. Foi escol hidaparaamedidaama&o, regido extrema
do corpo, assim os efeitos daradiagédo sdo minimizados e sua
imobilizacdo éfacilitada, como mostraaFigura2.

Resultados e Discusséao

Simulados de pele foram confeccionados para o
levantamento da curva de sensibilidade ou calibracéo,
apresentadana Figura 3, e posterior quantificagdo dosniveis
deferro medidos in vivo.
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Amostra

Raios X
caracteristicos

~

Colimador de
Pb

Feixe primario de
Raios X

Tubo de Raios X

ou Fonte Radioativa Detetor

Figura 1. Arranjo experimental da XRF

Figura 2. Medida de XRF in vivo na pele da méo

Ossimuladosforam elaborados com solugdes aquosas
dopadas com sulfato de ferro (FeSO,7H,0) com concentra-
¢Besde 20 ppm, 50 ppm, 60 ppm, 100 ppm, 120 ppm, 140 ppm
e 160 ppm de ferro. Também foram confeccionados simula-
dos testes para validac&o do sistema com concentragdes de
ferrode 30 ppm, 70 ppm €90 ppm. A incertezanosvaloresdos
simulados foi de £5 ppm de ferro devido a instabilidade no
equilibrio quimico e erros na confecgéo.*

O gjuste linear dos pontos da curva de sensibilidade
(Figura 3) acangou um coeficiente de determinagéo de 0,98,
mostrando um gjuste adequado paraquantificacdo dasmedidas.
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Figura 3. Curva de sensibilidade para o arranjo experimental

Tabela 3. Comparacéo entre os valores das solugdes
certificadas e valores medidos com 95% de confianga

Solugéo certificada

(ppm de ferro) 3045 10 -
Valor medido 3746 7644 9246
(ppm de ferro)
80+

e Sadios

a Talassémico Maior

75
?0: ‘
65:
601

554

—-

50+

Concentracéo de ferro na pele (ppm)

45

-
"~

4
Individuos

Figura 4. Niveis ferro na pele de sadios e de portadores de
talassemia maior medidos por XRF in vivo

A Tabela3 mostraavalidacéo do sistema, comparando
os val ores das soluces certificadas com os val ores medidos
com 95% de confiancga.

Posteriormente, foram relacionados os niveis de ferro
de pessoas sadias com um portador de talassemia maior, na
época damedida, umameninacom 7 anos deidade.
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Todos os val ores apresentados na Tabela 3 estdo den-
tro dasincertezas validando assim ametodol ogia utilizada.

M edidas nos simulados de pel e forneceram um limite
minimo de deteccéo (LL D) de 13 ppm parao ferro, usando-
se periodos de medida de 50 segundos e dose na superficie
da pele de 3 mSv, para medidas realizadas em triplicata,
resultando em umadose total menor que 10 mSv.

O limite de deteccéo foi compativel para medidas
confidveis comparadas com os niveis de ferro informados
pelaliteratura, de 15 a 60 ppm em pessoas sadiase de 70 a
150 ppm em pacientes portadores datalassemiamaior.*

Os valores das intensidades liquidas de ferro para os
quatro humanos sadios e paraaportadorade talassemiamai-
or foram quantificados através da curva de sensibilidade,
obtendo-se os valores apresentados na Figura 4.

Durante o tratamento de transfusdes regulares e uso
da DFO como tratamento quel ante padr&o em pacientes cro-
nicamente transfundidos com sobrecarga de ferro,® caso a
quelacdo ndo segja eficiente, sera observada uma elevacao
nos niveis de ferritina sérica

Concluséao

Através do estudo apresentado concluimos que esse
aumento pode ser monitorado através da XRF como de-
monstra a Figura 4. Portanto, concluimos como viavel a
utilizacdo da XRF in vivo paramedidas da concentracéo de
ferro na pele nos niveis relacionados a humanos sadios e
talassémicos.

O aumento deferro napele noslevaacrer queotrata-
mento datalassemiamaior causaum aumento dosniveisde
ferro no corpo todo, inclusive na pele. Foi possivel quan-
tificar niveis deferro medido em pessoas sadiascom 53+ 5
ppm eo nivel deferro daportadorade talassemiamaior com
74 + 6 ppm, umadiferenca estati sticamente confiavel.

Atualmente nossos trabalhos estdo voltados para a
correlacdo dos niveis de ferro apresentados na pele com ni-
veisem orgaos como o figado e coragdo, medidos por biopsia,
m como com os niveisdeferro obtidos através de exames
deferritinasérica, ferro sérico, transferrina, indice de satura-
¢do e capacidade total de ligagdo de ferro. Enfim, visa-se
utilizar aX RF in vivo, num futuro préximo, como meio alter-
nativo e ndo invasivo para 0 monitoramento da eficacia do
tratamento de quelac&o em pacientes de talassemia maior e
hemocromatose hereditéria.
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Abstract

The viability of the X-ray fluorescence technique as an alternative
to follow up iron levels in patients suffering from thalassemia
major (beta-thalassemia) and hereditary hemochromatosis was
investigated. The measurements were carried out in the University
Hospital Blood Center and in the Laboratory of Applied Nuclear
Physics of the State University of Londrina. One thalassemia major
patient and four healthy individuals were enrolled in the study. A
portable X-ray fluorescence system consisting in a 238Pu X-ray
source and a Si PIN diode detector was used for in vivo
measurements of the hand. The system was calibrated using 15 to
150 ppm concentrations of iron in an aqueous solution. The
duration of each measurement was 50 seconds. The achieved
detection limit was 13 ppm of iron. The radiation dose on the skin
was 10 mSv. The thalassemia patient presented with 74 + 6 ppm of
iron, whereas the healthy individuals presented with an average
of 53 + 5 ppm of iron. The results are in accordance with prior
publications that reported iron levels in the skin of between 15 and
60 ppm in healthy people and between 70 and 150 ppm in
thalassemia major patients. In conclusion the X-ray Fluorescence
technique is viable in the follow-up of thalassemia major and
hereditary hemochromatosis patients. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(3):153-159.

Key words: Thalassemia; iron-loading; fluorescence.
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