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Avaliação de multielementos em amostras de sangue humano usando SR-TXRF
Evaluation of multielements in human blood samples using synchrotron radiation
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A técnica de fluorescência de raios X por reflexão total usando radiação síncrotron
(SR-TXRF) é uma poderosa ferramenta utilizada para a determinação das
concentrações elementares presentes em amostras biológicas. O objetivo deste estudo
é avaliar as possíveis alterações causadas por processos de irradiação na concentração
de elementos-traço em amostras de sangue humano. As amostras de sangue foram
coletadas no Laboratório de Análises Clínicas Dr. Elilel Figueiredo, Rio de Janeiro, e
divididas em dois grupos. O primeiro grupo foi irradiado com doses de 1.500, 2.500 e
3.000 cGy, utilizando o irradiador Gammacell 220 Excel, e o segundo foi irradiado
com doses que variaram de 2 cGy a 100 cGy, utilizando uma bomba de cobalto
Theratron 780 C do Inca, Rio de Janeiro. Todas as amostras de sangue total, plasma
e matriz celular foram então liofilizadas e, em seguida, passaram pelo procedimento
padrão de digestão. Todas as medidas foram realizadas na linha de fluorescência de
raios X do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), em Campinas, Brasil. Não
se verificou variação significativa na concentração de Ca e, em contrapartida, o K foi
o único elemento que sofreu alterações significativas para todas as amostras analisadas
em função da dose. A concentração de Fe diminuiu apenas para as amostras de sangue
total e plasma. A concentração de Zn apresentou uma diminuição significativa somente
para as amostras de sangue total. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010;32(3):195-202.
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Introdução

As radiações ionizantes são caracterizadas por sua
capacidade de excitar e ionizar átomos da matéria com a qual
interage. A probabilidade de ocorrência de mecanismos de
interação, isto é, de alteração na energia ou direção dos fótons,
depende de sua energia e do número atômico do meio. A
radiação ionizante (RI) é conhecida potencialmente por
interferir nas funções celulares em todos os níveis de orga-
nização celular. A sensibilidade dos órgãos do corpo humano
está relacionada ao tipo de células que os compõem. Por
exemplo, se as células formadoras do sangue são as mais

sensíveis devido à sua taxa de reprodução ser rápida, os
órgãos formadores do sangue são os mais sensíveis à
radiação.1,2

A radiação pode alterar as concentrações de alguns
elementos químicos.3 A análise quantitativa de tais elementos
tem um papel importante na área biomédica, uma vez que
estes elementos podem ser essenciais à fisiologia dos tecidos
biológicos. Qualquer elemento, seja ele essencial ou não,
pode ser tóxico a partir de determinadas concentrações,
podendo, em alguns casos, provocar até a morte do indivíduo.
Estudos das concentrações elementares em amostras de
sangue vêm sendo realizados justamente por ele funcionar
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com um eficiente sistema de transporte do organismo
humano.

A técnica analítica de fluorescência de raios X (XRF)
tem sido utilizada para a avaliação qualiquantitativa da
composição química em vários tipos de amostras. Esta técnica,
por permitir a análise de vários elementos simultaneamente
de modo rápido e a baixo custo, tem um elevado potencial de
aplicação em várias áreas, onde há necessidade de correlação
entre os elementos essenciais e tóxicos. A fluorescência de
raios X por reflexão total (TXRF) vem se desenvolvendo de
forma bastante expressiva nos últimos anos, com grande
aplicação na análise de elementos-traço, na faixa de nano-
gramas ou ppb.4

Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para análise
por fluorescência de raios X é a utilização de luz Síncrotron.
A associação de luz Síncrotron à TXRF possibilita que sejam
atingidos limites de detecção mais baixos do que quando se
utiliza um tubo de raios X de alta potência. Sendo assim, esse
trabalho tem como objetivo estudar alterações elementares
em amostras de sangue irradiadas utilizando SR-TXRF.

Material e Método

Preparação de amostras
As amostras de sangue doadas foram acondicionadas

em tubos contendo o anticoagulante EDTA (Ácido etileno-
diamino tetra-acético). As amostras utilizadas nesse estudo
foram autorizadas pelo titular, respeitando a condição de que
a identidade dos doadores não seria fornecida. Após a coleta,
as amostras foram acondicionadas em geladeira a uma tempe-
ratura de 4ºC.

As amostras foram divididas em dois grupos para
irradiação: O primeiro grupo foi irradiado com doses de 1.500,
2.500 e 3.000 cGy no irradiador Gammacell 220 Excel,
fabricado pela Nordion. E o segundo grupo foi encaminhado
à irradiação em uma bomba de cobalto Theratron 780 C,
instalado no Instituto Nacional do Câncer. As amostras foram
irradiadas com as seguintes doses: 2, 4, 8, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 100 cGy, usando um campo 15 x 15 cm a uma
distância fonte-superfície (SSD) igual a 80 cm.

Após a irradiação, o conjunto total de amostras foi divi-
dido em sangue total (ST), plasma (PL) e matriz celular (MC).
Para realizar a separação do plasma da matriz celular, as
amostras ficaram em repouso e, assim, devido à gravidade,
os mais pesados se depositaram no fundo do tubo, enquanto
o plasma, mais leve, ficou sobrenadante. O plasma e os
elementos figurados foram retirados dos tubos por aspiração
utilizando-se uma pipeta.

Em seguida, todas as amostras foram liofilizadas por 48
horas a uma temperatura de -60°C, e uma pressão de -780 mmHg.
Na liofilização, as amostras biológicas são submetidas à baixa
temperatura e pressão, fazendo com que a água presente se
transforme em gelo que, em seguida, devido à baixa pressão,
sublime.

Após a liofilização aferiram-se as massas das amostras
e então encaminhadas à digestão química com adição de ácido
nítrico. Uma solução de Ga (9,32 µg/mL-1 ) foi usada como
padrão interno. As amostras foram analisadas na linha de
fluorescência de raios X (XRF) no Laboratório Nacional de
Luz Síncrotron (LNLS), Campinas.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata com
um tempo de excitação igual a 100s, resultando em 300s por
amostra. Os espectros de raios X obtidos foram analisados
com o auxílio do programa computacional AXIL (Analysis of
X-ray spectra by Interative Least squares fitting). Este
programa faz parte do pacote Quantitative Xray Analysis
System - QXAS, distribuído pela Agência Nacional de Energia
Atômica (IAEA), o mais utilizado na área de fluorescência de
raios X (disponível em http://www.iaea.org/OurWork/ST/NA/
NAAL/pci/ins/xrf/downloads/QXAS_Manual.pdf)

Medidas de SR-TXRF
A partir do uso de filmes finos para análise, o efeito

matriz, que normalmente requer correções na fluorescência
de raios X convencional, não ocorre na TXRF.5,6 Desse modo,
a equação básica para análise quantitativa é a relação entre a
intensidade fluorescente da linha característica e a concen-
tração de um elemento de interesse e pode ser obtida confor-
me a equação 1.

Ci    = ( Ii / IGa) x (CGa / Sri)                     ( 1 )

Onde:
• Ii = intensidade do elemento i na amostra (cps);
• Ci = concentração do elemento i na amostra (µg.mL-1)
• IGa = intensidade do padrão interno na amostra (cps);
• CGa = concentração do padrão interno na amostra

(µg.mL-1),
• SRi = sensibilidade relativa para o elemento i

(adimensional).

A Figura 1 mostra os espectros obtidos para as amos-
tras de sangue total (ST), matriz celular (MC) e plasma (PL),
respectivamente. Para calcular as sensibilidades relativas
foram utilizadas cinco soluções padrão contendo elementos
conhecidos e em diferentes concentrações (mg/L), acrescidas
do elemento Gálio (Ga), utilizado como padrão interno.

A partir das soluções padrão foi determinada a sensi-
bilidade para cada elemento e, em seguida, feito o ajuste dos
valores experimentais com a finalidade de se obter uma curva
da sensibilidade em função do número atômico para os
elementos na faixa de energia de interesse. A Figura 2 mostra
a curva de sensibilidade para a série K.

O limite de detecção (LD) foi calculado baseado no
espectro da radiação de fundo, área abaixo do pico de cada
elemento de interesse, nas amostras medidas por 100s. Foi
realizado o ajuste dos pontos experimentais a fim de se obter
a curva do limite de detecção em função do número atômico
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Figura 1. Espectro característico a) para o sangue total, b) para plasma e c) para matriz celular

Figura 2. Curva de sensibilidade para série K
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Figura 3. Limite de detecção para a) plasma b) matriz celular c) sangue total

para os elementos da série K. As curvas obtidas são apre-
sentadas na Figura 3.

A calibração do sistema de SR-TXRF foi verificada
através da determinação da concentração elementar em uma
amostra certificada de água mineral (NIST/SEM 1640) e em
uma amostra certificada de solo (NIST/SEM 2709), ambas
preparadas por digestão, seguindo o mesmo procedimento
usado para o preparo das amostras de sangue. As concen-
trações são mostradas nas Tabelas 1 e 2. É válido ressaltar
que foram utilizados no presente estudo dois padrões certi-
ficados diferentes com o objetivo de avaliar a eficiência do
processo de digestão, e esses valores apresentaram desvios
padrões relativos inferiores a 10% para a maioria dos ele-
mentos.

Resultados

Diversos trabalhos7-9 citam elementos essenciais ao ser
humano, bem como os efeitos da variação da concentração
dos mesmos. Para a realização desse trabalho foram esco-
lhidos  quatro elementos químicos a serem analisados:
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Figura 4. Concentrações relativas para o plasma

Figura 5. Concentrações relativas para a matriz celular

Potássio (K), Cálcio (Ca), Ferro (Fe) e Zinco (Zn).
Os resultados obtidos para cada dose foram compa-

rados com os obtidos para as amostras de controle utilizando-
se teste t-Student. Foram considerados estatisticamente
diferentes quando p<0,05, com um grau de confiança de 95%
(α=0,05).

Análise quanto à baixa dose
O teste de hipótese utilizado foi o teste-t de Student

cuja finalidade é estabelecer um critério que permita distinguir
entre diferenças amostrais e diferenças reais. A partir dos
dados de p-value, foi possível construir os gráficos a seguir
(Figuras 4, 5 e 6), relacionando a concentração relativa (de
cada elemento que sofreu mudança significativa com as
amostras não irradiadas) com cada dose estudada.

Como resultado deste trabalho, para o
grupo de baixa dose, a análise estatística
utilizada mostrou que a variação do nível de
Ca encontrada não é significante (p>0,05)
nem para o sangue total nem para hemo-
componentes.

Podem-se verificar alterações nas
concentrações de potássio (K) para todas
as amostras analisadas. A concentração de
ferro (Fe) apresentou variações significativas
apenas para as amostras de sangue total e
plasma, enquanto a concentração de zinco
apresentou variação significativa somente
para as amostras de sangue total.

Nas amostras de sangue total, os
resultados mostraram uma diminuição da
concentração do potássio (K), ferro (Fe) e
do zinco (Zn) quando comparados com as
amostras não irradiadas, em função do
aumento de dose dentro de todo o intervalo
estudado (de 2 a 100cGy).

 Nas amostras de matriz celular, pode-
se verificar uma diminuição da concentração
de K somente a partir de 20cGy. Para as doses
abaixo de 20cGy não houve mudança signifi-
cativa entre as amostras irradiadas e as não
irradiadas.

Para as amostras de plasma, a concen-
tração de K aumentou a partir de 4cGy.
Entretanto, o nível de Fe diminuiu para todas
as doses analisadas.

Analisando os elementos minerais,
potássio (K) e cálcio (Ca), e os elementos
traço essenciais, ferro (Fe) e zinco (Zn), no
sangue total, na matriz celular e no plasma
humano, conclui-se que mais informações a
respeito do balanceamento dos eletrólitos e
da condição nutricional do paciente devem
ser consideradas.
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Figura 7. Concentrações relativa para a) Plasma, b) matriz celular e c) sangue total

Figura 6. Concentrações relativas para Sangue Total

Análise quanto à alta dose
A Figura 7 mostra as concentrações relativas dos

elementos que apresentaram diferenças significativas quando
comparados com as amostras de controle.

Pode-se observar que o zinco (Zn) apresentou uma
diminuição de sua concentração quando comparado com as
amostras de controle apenas para o sangue total.

Para as concentrações de ferro (Fe) foi possível observar

diferenças quando comparadas com amostras não irradiadas
para o sangue total e para o plasma. No sangue total e no
plasma, os resultados mostraram uma diminuição em sua
concentração para os valores de dose analisadas.

Para as concentrações de potássio (K) pode-se veri-
ficar que este foi o único elemento que sofreu alterações
significativas em sua concentração para todos os tipos de
amostras analisadas (ST, MC e PL). Os resultados obtidos
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mostram uma diminuição em sua concentração para a matriz
celular e para o sangue total e um aumento no plasma.

Análise do Cálcio (Ca)
A variação do nível de Ca para essas amostras não

apresentou mudança significativa. Dentro do nível de
confiança estabelecido (α=0,05), não se verificou variação
significativa na concentração em função da dose, consi-
derando o intervalo de doses estudado, para nenhum grupo
de amostras quando comparado com as amostras de controle
(0Gy) como mostram as Tabelas 3, 4 e 5.

Conclusões

Esse trabalho permitiu concluir que a variação do nível
de Ca para as amostras estudadas não apresentou mudança
significativa. A concentração de potássio variou em todas as
amostras estudadas independente do intervalo de dose,
sendo que, na matriz celular, o potássio (K) só apresentou
sensibilidade à radiação a partir de 20 cGy. O zinco (Zn) se
mostrou sensível somente nas amostras de sangue total
analisadas neste trabalho. A concentração de ferro (Fe) variou
significativamente nas amostras de sangue total e plasma.
Além disso, esse trabalho abre novas perspectivas quanto
ao estudo de avaliação do efeito de dose em amostras de
sangue humano.
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Abstract

Total-reflection X-ray fluorescence using synchrotron radiation
(SR-TXRF) is a powerful analytical technique to study trace
elements in biomedical samples. The aim of this study was to
investigate possible changes in essential trace element
concentrations caused by irradiation procedures. Fresh blood
samples were obtained from the Dr. Eliel Figueiredo Laboratory,
Rio de Janeiro. The samples were separated in two groups. The
first was irradiated with doses of 1500, 2500 and 3000cGy, using
a Gammacell 220 Exce irradiator, and the second was irradiated
with doses of from 2 to 100 cGy, using gamma radiation in a
Theraton 780 C irradiator. After irradiation, all samples were
lyophilized to remove the water and then submitted to standard
chemical digestion by adding nitric acid. All the measurements
were carried out by X-Ray Fluorescence beamline at the Brazilian
Synchrotron Light Laboratory (LNLS) in Campinas. While no
positive association was found for variations in calcium, the
variations in potassium were positively associated with the
radiation dose for all analyzed samples. On the other hand, iron
levels decreased for whole blood and plasma and zinc levels
decreased only in whole blood as the dose increased. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2010;32(3):195-202.

Key words:  Blood cells; radiation, ionizing; fluorescence.
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