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RESUMO

FERREIRA, G. C. Analise multielementar usando microfluorescéncia de raios X em
culturas 3D de células de neuroblastoma humano. 2019. 76 f. Dissertacao (Mestrado
em Fisica) — Instituto de Fisica Armando Dias Tavares, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O neuroblastoma (NB) ¢ uma neoplasia maligna no sistema nervoso que ocorre
exclusivamente na infancia e nos primeiros anos de vida. O NB acomete cerca de 8 % a
10 % dos casos de neoplasias em criangas, onde mais de 50 % dos casos apresentam
doenga metastatica generalizada no momento do diagnostico. Os elementos quimicos
sdo extremamente importantes no funcionamento de processos celulares, como reacdes
metabolicas e expressdes génicas. A técnica de microfluorescéncia fluorescéncia de
raios X (microXRF) tem sido amplamente empregada em analises de amostras
bioldgicas por ser uma técnica ndo destrutiva, produzir dano térmico quase desprezivel
e permitir a analise de diversos elementos simultaneamente. O objetivo deste estudo
foram obter as concentragdes elementares presentes em esferoides de linhagens
celulares de neuroblastoma humano (SH-SY5Y e SK-N-BE (2)). Além disso,
determinar os limites de detec¢do do sistema de microXRF e analisar as distribuigdes
espaciais (mapas bidimensionais) dos elementos presentes nas amostras comparando as
linhagens tumorais de NB. Os esferoides celulares foram formados a partir de cultura
celular em placa de 96 pogos utilizando meio de cultura DMEM suplementado com
10% de SFB durante 5 dias de incubacdo. A anélise por microXRF foi realizada através
do espectrometro M4 Tornado (Bruker Nano GmbH), sendo possivel a detec¢dao dos
seguintes elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. A partir de uma amostra certificada
foi possivel calcular o limite de detecgio do sistema, estando este entre 0,8 ug.g™' (para
cobre e zinco) até 7,2 pg.g’! (para fosforo). Os mapas bidimensionais dos elementos
quimicos mostraram distribui¢cdes ndo uniformes para todos os elementos e esferoides
analisados. Além disso, os resultados obtidos através da quantificagdo mostraram que os
valores obtidos para as concentracdes elementares variaram desde valores minimos de
1,5 pg.g! até 3,0 ng.g! para o elemento Zn e valores minimos de 1064,0 pg.g™ até
2413,0 pg.g’! para o elemento P, respectivamente para as linhagens SK-N-BE (2) e SH-
SYSY. Os resultados apresentaram grande dispersao devido a heterogeneidade dos
esferoides celulares. Os resultados mostraram através do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney com nivel de significancia de 5 % que as linhagens celulares apresentam
diferencas significativas.

Palavras-chave: Microfluorescéncia de raios X. Neuroblastoma. Cultura celular em 3D.
Elementos tracos.



ABSTRACT

FERREIRA, G. C. Multielemental analysis using X-ray microfluorescence in 3D
cultures of human neuroblastoma cells. 2019. 76 f. Dissertacao (Mestrado em Fisica) —
Instituto de Fisica Armando Dias Tavares, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2019.

Neuroblastoma (NB) is a malignancy neoplasm in the nervous system that
almost exclusively occurs during infancy and early childhood. NB is responsible for 8%
to 10% of cases of cancer in children. More than 50% of the diagnosed cases have
generalized metastatic disease at the time of diagnosis. Trace elements elements are
extremely important in the functioning of cellular processes, incluiding metabolic
reactions and gene expressions. The Micro X-ray fluorescence (microXRF) technique
has been widely used in biological sample analysis because it is a non-destructive
technique, does not produce thermal damage and allows the analysis of several elements
simultaneously. The objectives of this study were to obtain the elemental composition
and elemental concentration presents in human neuroblastoma (SH-SY5Y and SK-N-
BE (2)). In addition, determine the limits detection of the microXRF system and analyze
the spatial distributions (bidimensional maps) of the elements presents in samples
comparing the NB tumor lines. Cellular spheroids were grown from 96-well plate
culture cell using DMEM culture medium supplemented with 10% SFB for 5 days
incubation. The microXRF spectra were obtained through the M4 Tornado spectrometer
(Bruker Nano GmbH), being possible to detect the following elements: P, S, K, Cl, Ca,
Fe, Cu and Zn. From a certified sample it was possible to calculate the limit detection of
the system. The limit detection of the system ranged from 0.8 pg.g* (for copper and
zinc) to 7.2 pg.g* (for phosphorus). The bidimensional maps of the chemical elements
obtained showed non-uniform distributions for all elements and spheroids analyzed. In
addition, the results obtained through quantification showed that the values obtained for
the elementary concentrations showed great dispersion due to the heterogeneity of the
cellular spheroids. The results showed through the nonparametric Mann-Whitney test
with a significance level of 5% that the cell lines present significant differences.

Key words: Micro X-ray fluorescence. Neuroblastoma. 3D culture cells. Trace
elements.
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INTRODUCAO

A estimativa mundial mostra que ocorreram 14,1 milhdes de casos novos (com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma) de cancer e 8,2 milhdes de 6bitos em 2012,
sendo o cancer um problema de salde publica mundial (FERLAY et al., 2012). Nos
paises desenvolvidos, assim como no Brasil, o cancer representa a primeira causa de
morte (cerca de 8% do total) por doenca entre criancas e adolescentes de 1 a 19 anos
(INCA, 2018).

O céancer infanto-juvenil corresponde a uma proliferacdo descontrolada de
células anormais e que pode ocorrer em qualquer local do organismo. O neuroblastoma
(NB), € a terceira neoplasia maligna mais comum na infancia e adolescéncia, e acomete
cerca de 8% a 10% dos casos de neoplasias em criangas (um caso a cada sete mil
nascidos vivos). O NB é uma neoplasia derivada do sistema nervoso simpatico e tem
comportamento clinico heterogéneo em pacientes com até 10 anos de idade (INCA,
2018) onde mais de 50% dos casos apresentam doenca metastatica generalizada no
momento do diagndéstico (LUO et al., 2018).

Os elementos tracos sdo elementos quimicos que desempenham importantes
funcgdes nos processos celulares, podendo influenciar na sadde humana. A ideia de que
esses elementos estdo relacionados a doencas neurolégicas e diversos tipos de canceres

nao é recente.

Elementos como Fe e Zn desenvolvem fungBes importantes, participando como
cofatores na sintese de DNA e possuem importante papel estrutural em diversas
metaloproteinas durante o funcionamento celular. Estudos apontam que alteragfes nas
concentracdes de Zn viabilizam a morte celular, bem como o estresse oxidativo
(CIPRIANO, 2014). Concentragdes de S e K estdo correlacionados na sintese proteica
durante o desenvolvimento do cérebro (SARTORE, et al., 2017).

A técnica analitica utilizada neste estudo foi a Microfluorescéncia de Raios X
(MicroXRF). Esta tecnica possui vasta aplicabilidade nos ramos biologicos,
arqueoldgicos, industrial e ambientais. A MicroXRF permite executar analises
qualitativas e quantitativas da composicdo quimica de forma ndo-destrutiva. Além
disso, € uma técnica multielementar onde todos os elementos podem ser avaliados

simultaneamente (PESSANHA, et al., 2015). As principais vantagens desta técnica sdo
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apresentar dano térmico desprezivel, resolucéo espacial da ordem de micrémetros e, na

maioria dos casos, ndo ser necessario qualquer processo de preparacdo de amostra.

O estudo a partir da técnica de cultura celular in vitro permite 0 manuseio de
células vivas em laboratério, tornando-se uma importante ferramenta nas anélises de
amostras bioldgicas. A utilizacdo desta técnica fornece informaces acerca da
distribuicéo celular, bem como de mecanismos de resposta celulares como por exemplo,
antibioticos, implementando grandes avancos tecnologicos nas areas de biologia

molecular e biomedicina.

A cultura de células em 3-dimensdes (3D) derivou-se inicialmente da cultura de
células comumente utilizadas (células em monocamada). O arranjo em 3D permite que
células explorem as 3 dimensGes do espaco, aumentando assim as interacdes com o
ambiente e entre as células. Quando crescidas neste sistema, as células formam

estruturas denominadas de esferoides multicelulares (AMARAL, 2010).

Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é analisar a distribuicdo de elementos quimicos e as
suas concentracfes em cultura 3D de linhagens de neuroblastoma humano SH-SY5Y e

SK-N-BE (2) usando mapeamento por microXRF.

Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

1. Obter as composicdes elementares nos esferoides formados a partir das
linhagens celulares de neuroblastoma humano SH-SY5Y e SK-N-BE (2),

2. Obter as distribui¢des espaciais (mapas bidimensionais) dos elementos
detectados nos esferoides celulares das linhagens de neuroblastoma SH-SYS5Y,
SK-N-BE (2);

3. Determinar os limites de detec¢do do sistema de microXRF para as amostras
analisadas,

4. Obter as concentracdes elementares nas linhagens dos esferoides estudados,

5. Comparar as concentragdes e distribuicdes das linhagens tumorais de

neuroblastoma.
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O desenvolvimento deste trabalho foi dividido em capitulos, com os seguintes topicos:

3)
b)

c)

d)
e)
f)
9)

Capitulo 1: Estado da Arte;

Capitulo 2: Fundamento teorico e justificativa;

Capitulo 3: Materiais e metodologia utilizados no desenvolvimento do
trabalho;

Capitulo 4: Apresentacdo e andlise dos resultados obtidos;

Capitulo 5: Conclusdes, sugestdes e consideragdes finais;

Anexo A: Analise quantitativa em fluorescéncia de raios X;

Anexo B: Trabalhos publicados.
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1. ESTADO DA ARTE

1.1. Elementos quimicos em células neurais

O estudo da relacdo entre as concentragoes dos elementos traco em células, bem
como as influéncias que as mesmas podem desempenhar durante o desenvolvimento das
células neurais ¢ crescente no ramo de pesquisa, visto que os elementos quimicos
possuem relagdes com diversas patologias.

White et al. (2004), investigaram as relagdes substancialmente elevadas entre
concentragdes extracelulares de metais de transigdo, como cobre ¢ ferro, em cultura de
células neuronais. Aumentos na capacidade redox extracelular podem gerar radicais
livres neurotdxicos a partir da reducdo de Cu (II) ou Fe (III), resultando em morte
celular neuronal. A toxidade envolveu a geragdo de Cu (I) e H20O2, enquanto outros
metais vestigiais, como o Fe isoladamente ndo induziram neurotoxidades, podendo
assim o Fe apenas exacerbar a toxidade redutora do Cu aumentando a geragdo de
radicais livres. Além disso, o estudo evidenciou que baixos niveis de Fe inibiram a
toxidade da reducao de Cu (II).

Gulyani et al. (2009) avaliaram a relagcdo entre alteragdes funcionais nos niveis
de adenosina em resposta a baixos niveis de ferro em células de neuroblastoma SH-
SY5Y em monocamada e em modelos de roedores. A adenosina ¢ um metabdlito
endogeno liberado por uma ampla variedade de células quando o estado metabolico esta
comprometido, especialmente quando ha desregulacdo entre atividade metabodlica e
suprimento de oxigénio (STONE et al. 2007). Assim, para Gulyani et al. (2009), niveis
baixos de ferro resultam em uma significativa elevacdo da proteina A2aR a nivel celular
podendo desempenhar um papel vital na etiologia e patologia de diversos disturbios
neurologicos.

Bishop et al. (2011) apresentaram um estudo comparando a capacidade de
diferentes tipos de células em acumular non-transferrin bound iron (NTBI), além de
examinar as consequéncias do ferro para a viabilidade celular. O ferro desempenha
diversas funcdes essenciais nas células cerebrais em processos de producao de energia,
mielinizagdo e sintese de neurotransmissores. Algumas dessas funcdes utilizam a
capacidade redox do ferro. Entretanto, em niveis elevados, o ferro pode-se tornar

citotoxico. Os resultados mostraram que neurdnios, astrocitos e microglia possuem
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capacidade de acumular NTBI em diferentes quantidades. Relatou-se que os altos
acumulos de ferro ndo alteraram a viabilidade celular como também ndo promoveram
morte celular, sugerindo assim que estas células possuam certa resisténcia a toxidade
induzida pelo ferro.

Em um estudo, Souza (2012), relatara a essencialidade do Zn em diversas
funcdes no sistema nervoso central (SNC). Em algumas regides do cérebro existe Zn na
sua forma i0nica livre, especificamente nas vesiculas sindpticas de neuronios
glutamatérgicos. Durante a atividade sindptica o Zn atua como modulador neuronal dos
receptores glutamatérgicos destes neurdnios, impactando em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos. Souza conclui que as células da linhagem N2A sdo mais
suscetiveis a toxidade de Zn de H>,0O2, como também que o pré-tratamento com Zn ndo
apresenta efeito sinérgico quando as células sdo expostas a H>O».

Cunha (2012) analisou a influéncia do silenciamento génico pds-transcricional
do canal de potassio dependente de voltagem hEagl em células de glioblastoma. O
Eagl possui papel essencial na manuten¢do celular bem como ¢ um potencializador da
prolifera¢do celular na carcinogénese. A superexpressao do hEagl geralmente ndo esta
associado ao evento desencadeador da tumorigénese, mas durante a evolu¢do tumoral
do glioma. De maneira geral, este estudo evidenciou que o silenciamento do hEagl
reduziu a viabilidade celular de gliomas.

No estudo realizado por Chowanadisai (2013) foi relatado que o gene slc39al2,
também conhecido como ZIP12 ¢ essencial no funcionamento de cérebros adultos e de
camundongo. A diminui¢do de ZIP12, que esta relacionado com a diferenciacdo
neuronal, leva ao surgimento de neuritos defeituosos em células de neurdnio primarias
diferenciadas de neuroblastoma, Neuro-2A. Uriu-Adams (2010) j& havia reportado que
a deficiéncia de Zn est4 associada a um risco aumentado de defeitos dos tubos neurais.
Assim propuseram que o s/c39al2 ¢ um gene candidato para defeitos no sistema
nervoso durante o desenvolvimento pré-natal. Assim, Uriu-Adams (2010) sugere ainda
que a prevencdo da deficiéncia de Zn, através da suplementacdo dietética durante a
gravidez, poderia reduzir os riscos de defeitos do tubo neural e méa formacdes
congénitas em individuos com polimorfismos ZIP12.

Em um estudo in vitrro Hagmeyer et al. (2015) investigaram os possiveis efeitos
do desequilibrio de metais de transigdo (essenciais € ndo essenciais) em sinapses
glutamatérgicas em culturas primarias de neuronios do hipocampo de fetos de ratos. O

aumento da concentragdo de Zn geralmente regula a expressdo global de ZnT-1,
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explicitando que a suplementacao do meio com Zn ¢ suficiente para resgatar a maioria
dos efeitos causados pela exposicao a metais toxicos. Ha indicios de que a adigdo de Zn
poderia restaurar parcialmente a satde celular e a perda sindptica em células neurais.
Foi relatado que mesmo em concentragdoes elevadas de FeCl, (at¢ 400uM) nao
ocorreram alteragdes morfoldgicas e forte resisténcia a toxidade induzida. De forma
comparativa, quando as células sdo expostas ao MgClz, aumentaram-se o nimero de
dendritos e sinapses, além de algumas alteragdes morfoldgicas. Em contrapartida, a
exposicao ao CuCly levou a morte celular em uma forma dose-dependente, e a uma
redugdo significativa das sinapses, em concordancia com a reducdo da viabilidade
celular. Além disso, o estudo analisou a expressao sinaptica do ZnT-1, que foi sensivel
aos perfis de metais tragos relatados.

Deloncle et al. (2016) a partir da cultura de células de neuroblastoma SH-SY-5Y
apresentaram resultados da relacdo entre os efeitos de metaloproteinas de Cu contra os
efeitos deletérios dos radicais livres. Os resultados sugeriram que o Cu ¢é capaz de
fornecer protegdo contra a morte neuronal induzida por radicais livre. Nesse estudo,
quando ocorreu a substitui¢do do Cu por Mn este potencial efeito protetor desapareceu.
Assim, alteragcdes na homeostase do Cu no cérebro pode promover processos oxidativos
que podem estar relacionadas com doencas neurodegenerativas.

Poluceno (2016) avaliou o efeito neuroprotetor da guanosina e da ativagdo dos
canais potassio de grande condutancia (canais de BK) em cultura primaria de astrocitos
hipocampais em ratos Wistar submetidos a toxidade glutamatérgica. Em alguns casos
quando hé excesso do neurotransmissor glutamato nas fendas sindpticas pode ocorrer o
processo de excitotoxidade glutamatérgica. Foram adicionados o ativador de canal BK
NS1619 (10 uM) e guanosina (100 uM). Os resultados mostraram que ndo ocorreu
toxidade glutamatérgica nem reducdo da viabilidade celular. Entretanto, o glutamato
induziu aumento na produ¢do de EROs e a ativacdo dos canais BK foi capaz de reverter
este efeito.

Em outro estudo, Beltran-Garcia et al. (2017) analisaram in vitro a correlacao
entre doencas neurodegenerativas € o acumulo de ferro, estresse oxidativo e a
desregulacdao dos sinais de calcio. A nivel celular, o acumulo de ferro aumenta a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células de neuroblastoma, os quais
ativa vias de sinalizacdo sensiveis ao redox. (Salvador et al., 2011). As espécies reativas
afetam fun¢des envolvidas na sinalizacdo de célcio, consequentemente com o acumulo

de ferro neuronal aumenta-se a gerag¢do de sinais de cdlcio, que, se ndo controlada, pode
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ocasionar morte de células neuronais. De maneira geral, em células de neuroblastoma o
CT51 exibiu reversibilidade dos limites de ferro, distribui¢do para mitocOndria e
citoplasma e protecdo contra danos oxidativos. Assim, concluiram que o CT51 possui
potencial para funcionar como controlador de ferro intracelular bem como agente
protetor contra danos oxidativos, contribuindo para a melhor compreensao da

progressao da morte celular neuronal e neurodegeneracdo mediada por ferro.

1.2. Andlises de amostras bioldgicas por MicroXRF

A microfluorescéncia de Raios X é uma técnica analitica multielementar baseada
na excitacdo de uma amostra, geralmente na ordem de micrémetros, através de uma
fonte de radiacdo, permitindo analisar a concentracdo e a distribuicdo dos elementos
(GRZEGORZ et al., 2014). A energia depositada pelo feixe incidente na amostra nao
produz dano térmico e ndo produz alteragdes quimicas estruturais, podendo ser
caracterizada como uma técnica ndo destrutiva e, com isso é amplamente utilizada para
analises de amostras bioldgicas.

O mapeamento através da microXRF permite uma imagem bidimensional da
distribuicdo de diferentes elementos quimicos em uma amostra ndo homogénea com
detectabilidade, geralmente, em pgg?. A utilizacdo de Optica policapilar reduz a
dimensdo do feixe e, assim, melhora a resolucdo espacial (HUA-WEI et al., 2013).
Deste modo, nos Gltimos anos a técnica de microXRF tem sido amplamente utilizada
por diversos grupos de pesquisa para analise de amostras biolégicas.

Exemplo da aplicabilidade biolégica da microXRF pode ser encontrado no
trabalho de Hua-Wei et al. (2013) que utilizaram a técnica para determinar a mudanca
da concentracdo, distribuicdo e estado quimico do zinco na parede intestinal utilizando
diferentes fontes de Zn pela técnica de alcas intestinais ligadas in situ em frangos de
corte.

Em Leitdo (2013), estudou a distribuicdo quimica elementar em tecido de
préstata normais e em esferoides derivados de células de prdstata humana com cancer
de prostata (CaP) e de hiperplasia benigna (HPB) analisando as diferengas na resposta
ao tratamento com zinco através da microfluorescéncia de raios X por radiagdo
Sincrotron. Assim foi visto que as distribuicbes dos elementos encontrados sdo
heterogéneas. Além disso, no mesmo estudo foi demonstrado que ap6s o tratamento

com diferentes concentragdes de ZnCl, os esferoides de HPB tiveram aumento na
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intensidade de Zn, a qual diferiu significativamente do grupo controle. No esferoide
celular de CaP ocorreu aumento na intensidade de Zn com suplementagéo de 75 puM e
redu¢do para tratamentos com 100 pM e 150 uM comparado ao grupo controle
apresentando diferenca significativa entre os grupos.

Grzegorz et al. (2014) também compararam as distribuicGes elementares através
da fluorescéncia de raios X por radiagdo Sincrotron (SRXRF) em trés regides distintas
de valvulas adrticas humanas calcificadas e o acimulo de lipideos como marcadores da
degeneracdo da valvula adrtica. As valvulas cardiacas calcificadas apresentam
desequilibrios significativos no contetddo tecidual de elementos essenciais como calcio,
fésforo, ferro, zinco e cobre. Os resultados mostraram mapas bidimensionais e espectros
que puderam ser comparados com coloracdes histolégicas em sec¢des da valvula adrtica
para provar a localizacdo topogréfica, colocalizacdo dos elementos examinados e dos
lipidios.

Da mesma forma Paulsen et al. (2014) utilizaram a técnica de SRXRF para
comparar 0s niveis de elementos traco em células progenitoras neurais (NPCs)
derivadas de dois clones de linhagens de células-tronco pluripotentes induzidas de um
paciente esquizofrénico resistente a clopazina e dois grupos controle. O estudo
apresentou resultados convincentes sobre niveis elevados de potassio e zinco em NPCs
esquizofrénicos, que apos tratamento com medicacdo adjuvante, mostraram reducdo aos
niveis normais de potassio e zinco.

Nessa mesma tematica, a distribuicdo espacial de calcio e zinco na zona de
fibrocartilagem BTJ (bone-tendon joint), foi analisada por Lu et al. (2015) utilizando a
microfluorescéncia de raios X por radiacdo Sincrotron (SR-microXRF). A zona de
transicdo desempenha importante papel na relaxacao e na transferéncia de carga entre o
tenddo e o0 0sso. O estudo evidenciou o aumento do teor de célcio dentro da
fibrocartilagem calcificada, bem como uma transicao abrupta, ao inves de um gradiente,
da quantidade de célcio em regides ndo calcificadas em relacdo as fibrocartilagens
calcificadas. Além disso, foi relatado altos niveis de zinco nédo calcificadas, em relacéo
as fibrocartilagens calcificadas. De maneira geral, o estudo apresentou pela primeira
vez, distribuicdes espaciais de célcio e zinco na zona de fibrocartilagem de patela de
coelho.

Como uma contribuicdo para otimizar a aplicabilidade das técnicas, Wrdbel et

al. (2016) propuseram uma metodologia para determinar as distribuicdes de fracdo de
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massa em tecidos de ratos, rim, figado e baco a partir das imagens quantitativas
combinadas de TXRF (Fluorescéncia de Raios X por reflexdo total) e microXRF.

Do mesmo modo Epaule et al. (2017) fizeram suas contribui¢des para esta area
de estudo utilizando cortes histologicos. Mostraram que, mesmo sem marcadores ou
sem preparacdo prévia da amostra, a analise de microXRF baseada em radiacédo
Sincrotron é eficaz para detectar e mapear baixas concentracdes de drogas a base de
platina em tecidos de ratos, como Zn, Pt, Fe, Cu, Cr, Mn, K, ap0s injecdo em doses
farmacéuticas relevantes.

Rocha (2016) analisou o comportamento celular em esferoides de células
tumorais prostaticas (DU145) e em células prostaticas normais (RWPE-1) com
suplementacdo de cloreto de zinco através da microfluorescéncia de raios X por
radiacdo Sincrotron. O estudo mostrou que embora tenha ocorrido variacbes
significativas nas concentracGes de zinco apos o tratamento nos periodos de 24 horas e
48 horas, a viabilidade celular ndo foi alterada independente do tratamento, e, portanto,
que ndo ocorreu apoptose celular.

Em Al-sandaqchi et al. (2018) analisaram os niveis de elementos em células
endoteliais microvasculares (ECs) cerebrais humanas infectadas com Toxoplasma
gondii (T. gondii) através de um sistema de microscopia de fluorescéncia de raios X por
radiacdo sincrotron (SR-microXRF). O método permitiu a quantificacdo das
concentracdes de Zn e Ca em amostras infectadas e nos grupos controle com resolucéo
espacial sub micrométrica. O estudo conclui que ha correlacdo entre a infeccdo de T.
gondii e 0 aumento dos niveis intracelulares de Zn, Fe, Mn e Cu nas ECs, bem como o
aumento da expressdo de isoformas MT1.

Além dos estudos in vitro ou em modelos animais anteriormente mencionados,
trabalhos de natureza semelhante foram realizados a partir de material humano, tal
como mostra 0 estudo de Naidu et al. (2019). Esse grupo apresentou um estudo
utilizando SRXRF analisando niveis significativamente elevados de Fe, Cu e Pb e niveis
significativamente menores de Ti, Cr, Mn, Co, Zn e Br em soro sanguineo de pacientes
com céncer de mama em relagdo a grupos saudaveis. Niveis elevados de Fe, Cu e Pb
podem promover danos celulares por meio da EROs. Além disso, mecanismos
patolégicos afetados pelas mudangas nas concentracdes de oligoelementos podem
influenciar no processo carcinogénico. Concluiram através dos resultados que poderia
ser adotado uma abordagem terapéutica através de suplementacéo de drogas apropriadas

baseadas em metais. De grande significado ainda o fato de, segundo os autores, esses



21

resultados poderem ser usados como ferramenta diagndstica prospectiva através da
andlise de oligoelementos em soro sanguineo de pacientes com cancer de mama.

Em Rosa (2019), avaliou a distribuicdo elementar e a concentragéo de elementos
tracos como ferro, cobre e zinco em culturas in vitro 3D de esferoides celulares da
linhagem de neuroblastoma humano SH-SYS5Y apo6s tratamento com diferentes
concentracOes de ZnCl; através da técnica de microXRF. Os resultados mostraram que
as concentracdes de Fe, Cu e Zn sofreram variagdes nas concentragdes dos elementos
apos tratamento. Os resultados do ensaio de MTT ndo apresentaram variacOes

significativas.



22

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serd apresentada a fundamentacdo teorica associada a técnica de
cultivo de células e da fluorescéncia de Raios X, bem como uma breve historia do

cancer e de elementos quimicos em neuroblastoma.

2.1 Breve historia do cancer

O cancer é a segunda causa de morte no mundo ficando atras somente, das
doencas cardiovasculares. Cerca de 50 % dos homens e 33 % das mulheres nos Estados
Unidos vao desenvolver cancer durante suas vidas (EHRMAN, 2017).

O céancer se inicia quando as células de uma parte do corpo comegam a crescer
sem controle. Existem muitos tipos de cancer, mas todos comecam por causa do
crescimento descontrolado de células anormais. Alguns tipos de células cancerigenas
podem, por vezes, migrar para outras partes do corpo através da corrente sanguinea ou
através dos vasos linfaticos, onde comecam se multiplicar. Geralmente, as células
cancerosas se desenvolvem a partir de células normais devido ao dano do DNA. Na
maioria das vezes, quando o DNA ¢é danificado o corpo é capaz de repara-lo, no caso de
celulas cancerosas 0 DNA néo é reparado (SUDHAKAR, 2009).

Os seres humanos e outros animais sempre tiveram cancer ao longo da historia.
Portanto, ndo é surpresa que desde o inicio as pessoas tenham escrito sobre o cancer.
Algumas das primeiras evidéncias sobre o cancer sdo encontradas entre tumores 6sseos
fossilizados, mimias humanas no Egito antigo e em manuscritos antigos. Crescimentos
sugestivos de cancer 6sseo chamado de osteossarcoma foram observados em mumias
(EHRMAN, 2017).

Nossa descricdo mais antiga do cancer (embora a palavra cancer nao tenha sido
usada) foi descoberta no Egito e remonta a cerca de 3000 a.C. E chamado de Papiro
Edwin Smith e é uma cdpia de parte de um antigo livro egipcio sobre cirurgia do
trauma. Ele descreve 8 casos de tumores ou Ulceras na mama que foram removidos por
cauterizagdo com uma ferramenta chamada de perfuratriz. A escrita diz sobre a doenca:
"N4o ha tratamento™ (EHRMAN, 2017).

A origem da palavra cancer é creditada ao médico grego Hipocrates (460-370

a.C.), que é considerado o “pai da medicina”. Hipdcrates usou os termos carcinoma para
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descrever tumores ndo formadores de uUlcera e formadores de Glcera. Em grego, essas
palavras se referem a um caranguejo, muito provavelmente aplicado a doenca, porque as
projecdes de um dedo, semelhantes a um cancer, evocavam a forma de um caranguejo.
Galeno (130-200 d.C.), outro medico grego, usou a palavra oncos (inchaco em grego)
para descrever tumores. Embora a analogia do caranguejo de Hipdcrates ainda seja
usada para descrever tumores malignos, o termo de Galeno é agora usado como parte do
nome de especialistas em cancer — oncologistas (SUDHAKAR, 2009).

2.2. Neuroblastoma

O neuroblastoma (NB) ¢ o tumor s6lido extracraniano mais comum na infancia e
adolescéncia, acomete cerca de 8% a 10% dos casos de neoplasias em criancas (um caso
a cada sete mil nascidos vivos) (DYEL et al., 2008; INCA, 2018). Mais de 95 % dos
casos sao diagnosticados em criangas até os 10 anos de idade, e mais de 50% destas tem
doencga metastatica na ocasido do diagndstico. O neuroblastoma se origina de células da
crista neural que formam a medula da glandula adrenal e os ganglios simpaticos. Os
tumores podem ocorrer em qualquer lugar ao longo do tronco simpdtico, incluindo
pescogo, térax, retroperitonio, pelve ou glandula adrenal. A variedade de localizacao
onde estes tumores podem surgir € o espectro de sua diferenciagdo resultam em uma
grande diversidade de manifestagdes e comportamentos biologicos (DYEL et al., 2008).

Os tumores neuroblasticos apresentam um espectro histologico de maturagdo e
diferenciagdo subdivididos em 3 tipos: neuroblastoma, ganglioneuroblastoma e
ganglioneuroma. Esses tumores podem apresentar regressao espontanea, diferenciagao
em tumores benignos ou exibir comportamentos malignos. A idade média de
diagnostico € de 22 meses, sendo que mais de 90% dos casos diagnosticados ocorrem
criancas com até 5 anos de idade (PAPAIOANNOU, MCHUGH, 2005).

O NB pode surgir das glandulas suprarrenais, 6rgao de Zuckerkandl ou alguma
parcela dos ganglios simpdticos ao longo das areas paraespinhais do pescogo até a
pélvis. O local mais comum para o desenvolvimento do NB ¢ o retroperitonio, medula
suprarrenal (35% dos casos) e os ganglios para espinhais extra adrenais (30% - 35% dos
casos), seguidos pelo mediastino (20% dos casos). Ainda podem ocorrer, com baixa
frequéncia, em locais como pélvis (2% - 3% dos casos) e pescoco (1% - 5% dos casos)

(PAPAIOANNOU, MCHUGH, 2005). Os tumores tendem a metastatizar para 0ssos,
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medula 6ssea, figado, linfonodos e pele, estatisticamente pelo menos 70% dos pacientes
tém doenga disseminada no momento do diagnéstico (RHA et al., 2003).

As opgdes para tratamento da doenca sdo: cirurgia, quimioterapia e radioterapia.
Entretanto, a escolha depende de diversos fatores, como idade do paciente e localizagao
do tumor. De maneira geral, os tumores que apresentam caracteristicas biologicas
favoraveis, a tendéncia tém sido aplicar um tratamento mais conservador € menos
agressivo. Em contraste, a abordagem a tumores com caracteristicas prognosticas

adversas tém sido, nas ultimas duas décadas, intensificar a quimioterapia (MARIS,

2010).

2.3 Elementos quimicos em células neurais

O cérebro regula o transporte e 0 metabolismo de ions metalicos para manter sua
atividade fisiolégica normal. Assim, um desiquilibrio neste processo pode ter efeitos
prejudiciais em todo o funcionamento do cérebro. Portanto, as alteracdes nas
concentracdes de biometais tém sido relatadas associadas a distarbios
neurodegenerativos e neuropsicoldgicos. Oligoelementos ndo séo sintetizados pelo
organismo e a disponibilidade depende da dieta do individuo ou no caso de um embrido,
através da alimentacdo da mae. Elementos traco sdo considerados essenciais se
desempenharem um papel no funcionamento normal do corpo, como crescimento,
desenvolvimento e fisiologia de determinado organismo, os quais podem ser
classificados como deficiente, adequado ou excessivo para determinado individuo. No
entanto, mesmo elementos essenciais podem levar a toxidade dependendo de sua
concentracdo, em parte por perturbar o equilibrio de outros ions metalicos. Para além
disso, sabe-se que ions metalicos podem ser utilizados no tratamento de distdrbios
neurologicos. O litio (Li), por exemplo tem se mostrado eficaz no tratamento de
transtornos bipolares e pode apresentar efeitos na doenga de Alzheimer. Além disso,
sulfato de zinco e acetato sdo substancias chave na doencga de Wilson, esta sendo uma
doenca autossdmica recessiva rara, caracterizada por excesso de cobre em 0rgdos e no
cérebro (PFAENDER, GRABRUCKER, 2014).

Nos ultimos anos relata-se um namero crescente de evidéncias sugerindo que
ions metalicos enddgenos, particularmente os que possuem atividade redox, tais como

cobre (I1) e ferro (I11), além de certos ions ndo redox-ativos, como zinco (Il), podem
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contribuir na evolucdo de doencas neurodegenerativas. Estes biometais induzem o
aumento do estresse oxidativo no interior do cérebro, devido a sua capacidade de
produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais hidroxila e peréxido de
hidrogénio. Tanto o cobre quanto o zinco aumentam a velocidade de agregacdo do
peptideo B-amiloide (AP) em meio aquoso, bastante relatado em doengas de Alzheimer,
particularmente presentes no hipocampo e nas amidalas (DE FALCO et al., 2016).
Alguns tipos de células apresentam maior resisténcia as alteragBes toxicas nas
concentracdes de metais traco em cultura de células, como exemplo, as células gliais.
Em contrapartida, na literatura é mostrado que células neurais hipocampais de ratos
apresentaram morte celular quando submetidas a tratamento com metais traco,
especialmente Zn (HAGMEYER et al., 2015).

Quando a formacao de espécies reativas excede significativamente a capacidade
de defesa antioxidante e de reparo do organismo, tendo como consequéncia 0 aumento
de danos a biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas) é que se desencadeia o processo de
estresse oxidativo, comprometendo assim o funcionamento celular estimulando-a a
morte por apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2001).

No caso particular do Zn, que possui ligacdo com diversas metaloenzimas em
diversas regides do Sistema Nervoso Central (SNC) (VALLEE, 1993; BERG, 1996),
este torna-se essencial em funcgdes estruturais, regulando processos bioquimicos, bem
como sintese de DNA, apoptose, proliferacdo e estresse oxidativo (OTEIZA, et al.,
2005). Assim, o Zn possivelmente atua como neuromodulador do SNC alterando a
funcdo de varios receptores e canais, inclusive de N-metil D-Aspartato (NMDA),
receptores de Acido gama-aminobutirico (GABA), receptores de glicina, receptores de
trifosfato de adenosina (ATP), além de canais de sodios (Na*) e calcio (Ca®"). Alguns
estudos mostram que a deficiéncia de zinco pode resultar em estresse oxidativo em
macromoléculas e no aumento de produtos de lipoperoxidacdo. Além disso, também ha
relatos que sugerem que 0 zinco exdgeno apresenta acdo de neuroprotecdo no cérebro
por antagonismo da ativacdo de NMDA (CIPRIANO, 2014). Em condicGes especificas
como quando ocorre alteracdo do metabolismo energético celular, ha a excessiva
ativacdo dos receptores NMDA podendo alterar a homeostase do calcio e degeneracao
neuronal (DE FALCO, et al., 2016).

As propriedades antioxidantes do zinco estdo atreladas a diversos mecanismos

indiretos associados a proteinas. Estudos mostram que o zinco e o cobre competem
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pelos mesmos residuos de AP, tendo o zinco uma maior relevancia na rapida agregagao
do peptideo do que o cobre, o qual por sua vez, induz mudancas conformacionais do
peptideo mostrando a participacdo dos metais na doenca de Alzheimer (DA) (DE
FALCO, et al., 2016).

Além do zinco, o cobre tem um papel essencial para o funcionamento celular, pois
participa dos processos de transferéncia eletrénica. No entanto, falhas nos processos de
transporte e armazenamento podem ser danosos devido a ligagdes que este ion possui
com enzimas e proteinas. De certa forma, algumas anomalias relacionadas ao
metabolismo e transporte do Cu podem se tornar um poderoso catalisador de danos
mediados pelas EROs, convertendo peroxido de hidrogénio (H202) em radicais
hidroxilas (OH), catalisando a oxidacdo e causando danos ao DNA. Sendo assim, as
alteracdes na homeostase de ions metalicos de transicdo, podem participar do processo
de formacéo de espécies oxidantes, fortalecendo a hipétese de que a morte celular pode
ser associada ao estresse oxidativo (CIPRIANO, 2014).

Evidéncias mostraram que o0 uso de Cu?* e Fe3* durante a superproducéo de radicais
livres sdo possiveis causais para a morte de células nigrais associadas a Doenca de
Parkinson (DP). Foram encontrados depositos de Fe envolvendo seletivamente a
neuromelanina em neurdnios dopaminérgicos (substantia-nigra neurons) com DP.
Marcadores de oxidacdo aumentados e mecanismos de transporte de elétrons
mitocondriais prejudicados parecem estar intimamente relacionados a interagdes entre
ferro e neuromelanina resultando em acumulo de ferro e uma producdo continua de

espécies citotdxicas, levando a morte neuronal (JELLINGER, 1999).

Uma grande quantidade de ferro estd armazenada no sistema nervoso pela
neuromelanina. Majoritariamente, o ferro esta alocado dentro das células gliais, ligado a
ferritina (Fe®*") na sua forma solGvel, protegendo as células do dano oxidativo causado
pelo ferro livre (Fe?*). Entretanto, o ferro pode migrar progressivamente para o citosol
durante a patogénese da DP, aumentando assim a EROs, fazendo com que 0s neur6nios

dopaminérgicos nigrais sejam susceptiveis ao stress oxidativo (AZZIZ, 2011).

De forma direta, a homeostase do ferro também estd relacionada a Ataxia de
Friedrich (FA). Esta doenca é caracterizada pela neurodegeneracdo e cardiomiopatia,
causada pela mutagdo da frataxina. A frataxina € uma proteina mitocondrial envolvida

na homeostase do ferro e na funcéo respiratoria. Ela por sua vez exporta o ferro heme



27

ndo ligado da mitocdndria, essa mutacéo aparenta estar relacionada a perda da frataxina
elevando os niveis de ferro mitocondrial. A mitocondria é essencial para a geracdo de
ATP, sendo assim, ocorre um decaimento na producdo de ATP e os tecidos que
dependem de altos niveis de ATP, como o cérebro, sdo afetados (RADISKY, et al.,
1999; BUSH, 2000).

A alteracdo no metabolismo energético celular, pode ocorrer pela excessiva ativacao
dos receptores de NMDA podendo alterar a homeostase do calcio. O processo
neurodegenerativo também pode ser influenciado devido a despolarizacdo parcial da
membrana plasmatica da célula por meio da entrada de fons de Na* e Ca?*, removendo o
blogueio exercido pelos ions Mg?* dentro do canal do receptor de NMDA. Este
processo contribui para a excitotoxidade do glutamato-dependente podendo constituir
um dos mecanismos patogénicos necessarios para manter e amplificar a
neurodegeneracdo (DE FALCO et al., 2016).

De maneira geral, ha diversos elementos traco que contribuem durante o
funcionamento celular, bem como da manutengdo das concentrac¢Ges a nivel celular. O
enxofre, como exemplo, integra proteinas através de aminodcidos e ligacbes de
dissulfeto de metionina e cisteina (SARTORE et al., 2017). Os proteoglicanas de
condroitina e heparan sulfato sdo os principais constituintes da matriz extracelular e da
superficie celular no cérebro. Sendo assim, os proteoglicanos neuronais atuam como
receptores diretos para fatores de crescimento de ligagdo a heparina que podem induzir
migracdo neuronal (MAEDA, 2015). Além disso, foi demonstrado que o enxofre inibe a
proliferacdo de células prostaticas cancerigenas em modelos de xenoenxerto (DUAN et
al., 2015).

Para além do enxofre, ha outros elementos que contribuem para o funcionamento
celular a nivel molecular. O fosforo esta correlacionado na proliferacéo e diferenciacéo
neuronal em celulas pluripotentes embrionéarias, devido a sua componente de
contribuicdo a fatores estruturais. Atuando em biomoléculas, como nucleotideos e
fosfolipidios, o fosforo pode contribuir para mudancas intensas na producdo de DNA

para uma fase migratdria e de diferenciacdo (SARTORE et al., 2017).

Os elementos tracos desempenham papel vital para a compreensdo do
funcionamento, crescimento e homeostase celular, tendo sido tema de grande interesse

nos estudos relacionados a bioquimica celular. Embora essenciais, estes ndo possuem
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vastos relatos na literatura relacionando-os aos processos de carcinogénese em células
neurais, justificando a investigacao feita por este trabalho em cultura em 3D de células

de neuroblastoma humano.

2.4 Cultura de células em 3D

A cultura de linhagem de celulas cancerosas é amplamente explorada com intuito de
mimetizar as condicOes fisiologicas e patologicas disponibilizando informacg6es sobre a
estrutura e 0 comportamento metastatico de tumores in vivo. Muitos estudos foram
realizados para investigar a essencialidade e toxicidade dos metais traco, usando células
em cultura (HAGMEYER et al., 2015).

A linhagem celular é formada a medida que a cultura priméria é imortalizada. As
linhagens celulares também guardam as caracteristicas do tecido de origem e possuem
alta capacidade de expansdo. Assim, linhagens celulares sdo muito utilizadas em
pesquisas, pois podem ser mantidas em culturas por um grande periodo (quando
comparado as células primérias) e ainda retém grande parte de suas caracteristicas do
tecido de origem. Muitas linhagens celulares podem ser propagadas sem perder suas
caracteristicas por muitas passagens (MOLINARO et al., 2010).

Estudos envolvendo a radioterapia forma uma das primeiras linhas de pesquisa
bastante exploradas por meio de cultivo celular em 3D. As diferencas entre o ambiente
2D e 3D, foram mostradas principalmente no que se refere a resisténcia das células, e
direcionaram esta abordagem experimental para diversas linhas de pesquisas, como
estudos relacionados a radiacdo ionizante, geracdo de radicais livres, inibicdo da
respiracdo celular e toxidade preferencial em regies de hipdxia (AMARAL, 2010). A
toxicidade e a seguranca de novos medicamentos anticancerigenos sdo avaliadas
principalmente em monocamadas de células cancerigenas (2D) in vitro, enquanto estes
modelos ndo recapitulam a complexidade, a fisiologia e 0 microambiente do tumor no
corpo (BERTHIER, et al., 2017).

Os métodos tradicionais de cultura celular utilizam uma monocamada bidimensional
(2D). Com melhorias continuas sendo feitas, este método tornou-se uma tecnologia
padrdo em ciéncias da vida atualmente. No entanto, devido as falhas inerentes da cultura
2D tradicional, ela ndo consegue mimetizar corretamente a arquitetura e o0s

microambientes in vivo, o que torna as células cultivadas em 2D diferentes das células
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que crescem in vivo em termos de morfologia, proliferacdo, contacto célula-célula e em
termos de matriz de interconexdes celulares. A fim de melhorar as simulagdes de
microambientes celulares in vivo, a cultura 3D tornou-se a proxima fronteira da
pesquisa em biologia celular (DONGLAI, et al., 2017).

Neste contexto, crescentes evidéncias tém mostrado que células arranjadas em
culturas 3D, principalmente as localizadas no interior destes agregados celulares, sdo
mais resistentes a agentes citotoxicos do que as células em culturas 2D (AMARAL,
2010). Os esferoides, que sdo agregados tridimensionais de células tumorais
provenientes de um ou Varios clones celulares, mimetizam a estrutura de micro tumores
e algumas de suas propriedades, como gradiente de oxigénio, pH e nutrientes, tornando-
se um poderoso modelo de cultura para estudos em radiobiologia e ciéncias bioldgicas
(DUBESSY et al., 2000). Alguns aspectos relevantes da cultura em 3D:

a) O arranjo 3D possibilita melhor interacdo das células com o microambiente;

b) O arranjo tridimensional possibilita que as células migrem para todas as
dire¢des;

c) O sistema 3D possibilita aumento do contato da superficie celular com o

microambiente.

2.5 Fluorescéncia de Raios X

A técnica de fluorescéncia de raios X (XRF) ¢ amplamente utilizada em diversas
areas da ciéncia e tecnologia, como arqueometria, ciéncia dos materiais, quimica e na
area biomédica, em pesquisas que envolvem o uso de material biologico. O uso da XRF
apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas analiticas: andlise nao
destrutiva, nenhuma ou simplicidade na preparacdo de amostras, baixo limite de
deteccdo e nao produz danos térmicos. Assim, se apresenta como uma importante
técnica para analise de amostras bioldgicas, pois ¢ um método ndo destrutivo para
analises de elementos com nimero atdmico acima de 13 (ou menores, se a analise for
realizada em vacuo), em uma ampla faixa de concentracoes (VAN GRIEKEN,
MARKOWICS, 1992). Além disso, ¢ uma técnica multielementar de tal forma que

todos os elementos podem ser analisados simultaneamente (PESSANHA, et al., 2015).
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A técnica baseia-se na excitagao de uma amostra a partir de um feixe incidente de
raios X, ocasionando uma probabilidade de ejecdo dos elétrons dos orbitais mais
internos. Quando ocorre uma vacancia, elétrons de orbitais mais energéticos realizam
uma transi¢ao eletronica para preencher a vacancia do elétron ejetado. Com a transi¢ao
para um menor nivel de energia, o elétron emite radiacao eletromagnética (fotons) com
energia que representa a diferenca de energia entre dois niveis (transi¢do entre os dois
estados de energia). A radiagdo eletromagnética emitida na transi¢do entre os dois
estados ¢ denominada de raios X caracteristicos ou fluorescéncia de raios X. Cada
elemento quimico emite raios X caracteristicos proprios, sendo assim, identificar os
raios X caracteristicos emitidos por um elemento quimico ¢ o0 mesmo que determinar a
sua identidade. Os raios X caracteristicos podem ser entendidos como as assinaturas dos

elementos quimicos presentes numa amostra.

A fluorescéncia de raios X pode ocorrer através da excitagdo por particulas
carregadas ou por radiagdo eletromagnética. De maneira geral, pode-se considerar que o

processo de excitagdo da amostra pode ser dividido em trés etapas (figura 1):

1) Incidéncia de raios X sobre a amostra e excitagdo dos elementos quimicos
presentes,
2) Produgdo de raios X caracteristicos emitidos pelos elementos quimicos,

3) Deteccao dos raios X caracteristicos a partir dos espectros de XRF.

Figura 01 — Representacao esquematica da XRF
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Fonte: SANTOS, 2014, p. 47.
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2.5.1 Emissao de raios X caracteristicos

Para o calculo da energia emitida em forma de radiacdo eletromagnética
devido a diferenca de energia entre os dois estados quanticos no processo de
producdo de XRF, ¢ necessario introduzir o conceito do modelo atdmico mais
aceito atualmente, o modelo quantico. Neste modelo o elétron ndo esta em uma
orbita circular previamente definida, tendo a necessidade de ser representado
através de uma fun¢do de onda (y). A fun¢do de onda (y) pode fornecer
informagdes como a densidade de probabilidade de encontrar o elétron em uma
regido do espaco, bem como a probabilidade de transi¢do eletronica entre niveis.
Entretanto, através da teoria atdmica de Bohr para o atomo de hidrogénio pode-
se calcular, de modo aproximado, o valor esperado da energia de ligagdo para
elétrons dos niveis K e L.

Sendo assim, a o valor aproximado da energia para os niveis K ¢ L de

determinado atomo pode ser obtida como:

me*(Z-b)?

E= T2 20 (1)

8&¢2h2n?

E = energia de ligagao;

m = massa de repouso do elétron;

e = carga elementar do elétron;

Z = numero atdomico do elemento emissor de raios X;

b = constante de Moseley, com valor iguais a 1 e 7,4 para as camadas K e L,
respectivamente;

&o = permissividade elétrica no vécuo;

h = constante de Planck;

n = numero quantico principal do nivel eletronico.

A equacdo 1 pode ainda ser expressa em elétron volts (eV) a partir da

substituicao das constantes fisicas descritas acima:

N2
E= 13,65 % 2)
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Como exemplo, temos que, as energias para as linhas K associadas aos
atomos de P, K e Fe sdo 2,14 keV, 3,59 keV e 7,11 keV respectivamente.

Para que ocorra a XRF devido a uma transi¢do eletronica, ¢ necessario
que um elétron seja ejetado do atomo. A energia minima necessaria para este
evento ¢ conhecida como funcao trabalho (W), estando essa relacionada a
energia de excitacdo da radiacdo incidente na amostra. A explica¢do do efeito
esta baseada nas ideias de Planck para a energia dos osciladores na cavidade de
corpo negro € no efeito fotoelétrico, posteriormente explicado por Einstein.
Logo, a radiagdo incidente na amostra deve possuir energia maior ou igual que a
energia de ligacdo do atomo para aquele nivel E.. Se a energia da radiacao
incidente for superior a energia de ligacdo para o nivel K (Ek), entdo hé a
probabilidade de o elétron ser ejetado do 4tomo e produzindo assim, raios X
caracteristicos. O mesmo acontece para as outras energias de ligagdo dos niveis
L, podendo produzir espectros de emissdo Eri, Er2 e Er3. A energia dos fotons
emitidos serd igual a diferenca entre os dois estados quanticos envolvidos. Por
exemplo: a transi¢do entre um elétron do subnivel L3 para o nivel K, resulta na

emissao de fotons chamado K-L3. A energia deste foton € expressa como:

Ex_13 = Ex —Ei3 (3)

Os raios X emitidos por um elemento sdo reunidos sob a denominagdo
Ka e K, devido as transi¢des L — K e M — K, respectivamente, e os raios X
devido a transi¢do M — L sdo denominados de La e L, etc.

Suponha que durante o processo de interagdo da radiagdo com a matéria
um elétron do nivel K seja inicialmente removido do 4tomo, produzindo uma
vacancia. No processo de desexcitacdo, um elétron do nivel L realizara uma
transicao eletrdnica para um nivel de menor energia (K) para suprir a vacancia
no orbital K, produzindo assim uma vacancia em L, que serd preenchida por um
elétron do nivel M, e assim sucessivamente. Quando a vacancia atinge o nivel de
mais baixa energia (banda de valéncia), ela ¢ preenchida por um elétron livre do
material, tornando o atomo eletricamente neutro e no estado fundamental.

As transigdes entre os niveis eletronicos podem ser representadas através
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de um diagrama de niveis de energia, como mostrado na figura 02.

Figura 02: Diagrama de niveis eletronicos e principais transi¢des de raios X.
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Fonte: VAN GRIEKEN ; MARKOWICZ, 1992, p. 10. Adaptado pelo autor.

Nem todas as transi¢des entre estados quanticos ocorrem, uma vez que
existem transi¢des proibidas (EISBERG, 1988). As transi¢cdes devem seguir as
regras de selecdo. O nivel L, por exemplo, possui 3 subniveis Li, L, e L.
Apenas as transi¢oes K-L, e K-L3 ocorrem. A transi¢do K-L; € proibida.

A fragdo da radiagdo incidente que leva a emissdo de uma determinada

linha de raios X caracteristico ¢ determinada por uma probabilidade de excitacao
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que ¢ produto de trés outras probabilidades (LACCHANCE e CLAISSE, 1995):

PEi = Ipipel X Plinha ve Pfluorescéncia (4)
Na equagdo 4, temos:

a) Pg; a probabilidade que a radia¢do incidente retire elétrons de um dado nivel
quantico;

b) Piinne € a probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua
série. Para um elétron retirado do nivel K pode-se ter as seguintes transi¢des do nivel L:
K-Lz € K-L3;

C)  Priuorescencia € a probabilidade de ocorrer emissdo de fluorescéncia de raios X a
partir de uma transi¢ao entre dois estados quanticos ao invés de emissao de elétron

Auger.
2.5.2 Limite Minimo Detectavel (LMD)

O limite de detec¢dao (LD) representa a menor quantidade (concentragdo, massa,
volume etc.) que pode ser discriminada estatisticamente em relacdo ao background de
uma medida. Os limites de deteccdo foram calculados como estabelecido por CURRIE

(1968) e posteriormente por KUMP (1997).

A equacdo que representa o LD ¢ dada por:

LD =308 vy ®)

Onde: Wi ¢ a concentragdo do eclemento numa amostra certificada; Ni ¢ a
intensidade da radiag¢dao fluorescente relativa ao elemento i ¢ NB ¢é a intensidade da

radiacao relativa do background.
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2.6 A Microfluorescéncia de Raios X

A microfluorescéncia de raios X (microXRF) ¢ uma variagdo da XRF
convencional, e uma das diferencas estd associada as dimensdes do feixe incidente que
estdo da ordem de micrometros. Um dos diferenciais desta técnica € a sua capacidade de
analise espacial, que consiste em dividir a superficie a ser mapeada em pixels (areas),
onde as dimensoes desses pixels sdo determinadas pela dimensao do feixe incidente na
ordem de micrdmetros. A figura 03 representa um esquema do feixe incidente sobre a
amostra ¢ a emissdo dos raios X caracteristico, ¢ na figura 09 mostra a fotografia do

porta amostra dentro do espectrometro M4 Tornado.

A andlise de distribuicdo bidimensional pode ser realizada por repetidas medidas
em linhas e colunas, geralmente equidistantes, varrendo toda a amostra. Pode-se realizar
a coleta de intensidades dos elementos pré-selecionados e exibir suas distribuigdes de
intensidade ou salvar o espectro completo para cada pixel, permitindo um pos-

processamento de dados muito mais abrangente (HASCHKE, 2014).

Figura 03: Esquema de area irradiada para analise por microXRF.
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Fonte: LEITAO, 2013, p. 25.
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Trés tipos de informagdes podem ser obtidos através da aplicacdo da microXRF:

a)

b)

Informagdo pontual: Fornece rapida comparagdo de materiais
heterogéneos através da analise de uma area da amostra;

Perfil: E uma andlise sequencial de varios pixels, ¢ consequentemente,
varios espectros alinhados verticalmente ou horizontalmente na amostra
fornecendo informacao sobre a homogeneidade.

Mapas elementares: E uma varredura da amostra através de uma matriz
em 2D. O mapeamento ¢ feito em repetidas linhas equidistantes
permitindo a analise da composicao elementar de uma superficie inteira.
E uma representagdo visual qualitativa da distribuicdo dos elementos e
corresponde a maxima e minima intensidade relativa de cada pixel

convertido em um mapa de cores em 2D (HASCHKE, 2014).

A figura 04, mostra uma representacdo esquematica do procedimento de

obtengdo de

uma imagem elementar por microXRF. A amostra ¢ dividida em uma

matriz com varios pixels. O numero de linhas e colunas definem o tamanho da matriz a

ser analisada. Para cada pixel ¢ obtido um espectro de XRF que mostra todos os

elementos detectados naquele pixel. Analisando-se todos os pixels da matriz pode-se

montar uma imagem para cada elemento presente na amostra analisada. Essa imagem

representa a distribui¢do do elemento em toda a superficie da amostra.

Figura 04: Processo para obten¢do da imagem.
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Fonte: O autor, 2019.
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Na XRF a relagdo que permite determinar a concentragado Wi de um elemento 1

presente numa amostra pode ser dada por (anexo A):

1_6—(Xi-PO.D)]

(6)

Xi

Onde:

a) [; ¢ intensidade da linha Ko de um elemento i presente na amostra (obtido
experimentalmente a partir da area sob o pico no espectro de XRF);

b) S; ¢ a sensibilidade do espectrometro de raios X para o elemento i (engloba os
parametros fundamentais Ki, a geometria do arranjo experimental G e a
eficiéncia de deteccdo &; na energia da linha Ka do elemento 1). A sensibilidade
pode ser obtida para alguns elementos a partir de padrdes e por interpolagdo para
todos os elementos de interesse;

C) xi ¢ um termo que depende da geometria e dos coeficientes de atenuacdo de
massa da matriz da amostra para as energias do feixe incidente (E,) e da energia
da linha Ka do elemento i (E;),

d) poD ¢é a densidade superficial de massa da amostra (g/cm?).

No caso da microXRF as amostras analisadas podem ser consideradas ‘“finas”
(amostras onde os efeitos de absor¢do da radiag@o incidente e da fluorescéncia de raios

X podem ser desconsiderados). Assim, a equacao (6) pode ser reescrita como:

[i=Si. Wi (piD) (7

A equacdo (7) mostra que em “amostras finas”, onde a absor¢do da radiagdo ¢
muito pequena, a intensidade da radiacdo de XRF para um elemento 1 presente na
amostra analisada depende apenas da Sensibilidade do sistema de XRF (Si), da

concentragdo elementar (Wi) e da densidade superficial de massa do elemento i (piD).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo foram apresentados os processos de preparacdo de amostras,
andlises realizadas por microfluorescéncia de raios X e a metodologia para tratamento

dos dados.

3.1. Cultura de células e esferoides celulares

A linhagem celular tumoral SH-SY5Y é originalmente derivada de uma bidpsia
de tumor dsseo metastatico de uma sub-linha clonada pela terceira vez da linhagem
parental SK-N-SH estabelecida em junho de 1970 por L. Biedler. A mesma foi extraida
da medula dssea de individuo fémea de 4 anos de idade e apresenta morfologia epitelial
(ATCC CRL-226). Em contrapartida, a linhagem de celular SK-N-BE (2) apresenta
morfologia de células neuroblasticas, e foi extraida paciente de sexo masculino, de 2
anos de idade e estabelecida em novembro de 1972. A linhagem celular de
neuroblastoma SK-N-BE (2) é originalmente derivada de metastase de medula 6ssea
apos repetidas sessdes de quimioterapia e radioterapia (ATCC HTB-1).

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura especifico,
enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e antibioticos, DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium — Sigma Aldrich) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB).
A troca do meio de cultura ocorreu a cada 48 horas, onde durante este periodo a cultura

celular permaneceu em estufa, a 37° C em atmosfera controlada de 5% de CO..

Todo o procedimento de producdo dos esferoides celulares foi realizado no
Laboratorio de Interacdes Celulares — LABIC/CCS/UFRJ. O procedimento para
obtencdo dos esferoides celulares (figura 7) sofreu adaptacdo de acordo com cada
linhagem celular. Para a linhagem celular humana SH-SY5Y, os esferoides foram
estabelecidos através do depoésito de 5000 células por poco em uma placa de 96 pogos
com fundo U (figura 5), cada um com 5 mm de diametro e volume maximo de 200 pl.
Para a linhagem celular SK-N-BE (2), foram depositados 3000 celulas por pogo em uma
placa de 96 pocos. Cada poco foi revestido previamente com gel agarose 1% com a
finalidade de evitar a aderéncia das células no fundo dos pogos. Apds o periodo de

incubacdo (6 dias para as células SH-SY5Y e 5 dias para as células SK-N-BE (2)) a
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37°C e 5% CO2 ha a formacéo de estruturas tridimensionais com didmetro médio final
de 300 a 600 pm de diametro.

Figura 05 - Placa de cultura de 96 pocos com fundo U.

N Poco (200 uL)
* 4 comfundoU

Fonte: Brandtech Scientific, 2019.

Na figura 6 é possivel observar as fotografias dos esferoides celulares em
suspencdo em meio de cultura ao final do periodo de incubacdo, obtidas com
microscopio confocal (Olympus, modelo IX71S8F-3) através de luz visivel nos

aumentos de 40x e 100x.

Figura 06 — a) Esferoide SH-SY5Y, b) Esferoide SK-N-BE (2). As células SH-SY5Y e
SK-N-BE (2) foram cultivadas em densidade de 5x103 células/pogo por periodo de
incubacdo de 6 e 5 dias, respectivamente, na presenca de meio de cultura DMEM

P \ w]

suplementado com 10% SFB.

200 pm ' 500 ym
Fonte: O autor, 2019.
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O processo de fixacdo do esferoide foi realizado através imersdo em
paraformaldeido (PFA) 4% durante 20 minutos e em seguida lavados 3 vezes durante 5
minutos com solugdo tampéo fosfato (PBS) 0,1 M com pH 7,4. Antes de iniciar a
analise por microfluorescéncia de raios X os esferoides foram lavados 3 vezes com agua
Mili-Q e em seguida depositados em filme ultralene de 4 um de espessura em porta

amostra e deixados secar a temperatura ambiente.

Figura 07 — Representacao esquematica do processo de plagueamento e formacéo do

esferoide celular.
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Fonte: EKE, 2015, p. 318. Adaptado pelo autor.

3.2. Analise por microXRF

As analises dos esferoides foram realizadas no Laborat6rio de Instrumentacdo
Eletr6bnica e Técnicas Analiticas — LIETA/DFAT/UERJ através da técnica de
Microfluorescéncia de Raios X utilizando o Espectrdometro M4 Tornado (Bruker Nano
GmbH). A figura 8 mostra o arranjo experimental interligado por comunicagéo Ethernet
e controlado atraves de computador. As amostras ficaram posicionadas em suportes com
geometria triaxial através de motor de passo (X, Y, Z). O angulo entre o feixe incidente

e o0 detector foi de aproximadamente 30°.
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Figura 08 — Interface de comunicacédo do arranjo experimental entre espectrometro,

bomba de vacuo e conexao via RS-232.
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Fonte: Manual M4 Tornado, 2015.

O tubo de raios X é composto por um anodo de Rdédio (Rh) com poténcia
maxima de 30 W (50 kV e 600 pA). O feixe incidente de raios X foi focalizado através
de policapilares com ponto focal sobre a amostra de aproximadamente 25 pm.

A deteccdo do Raios X caracteristico ocorreu através de um detector
semicondutor de Silicio (detector SDD) com éarea efetiva 30 mm?2. A resolugdo em
energia < 145 eV com 250.000 cps para a linha Ka do Manganés (Mn). O sistema
disponibiliza cinco modelos de filtros com diferentes espessuras: Aluminio (12,5 pm),
Aluminio (100 pm), Aluminio (630 pum), Aluminio (100 pm) / Titanio (25 pum) e
Aluminio (100 pm) / Titanio (50 um) / Cobre (25 pum). A tabela 1 mostra as condi¢fes

experimentais utilizadas neste estudo.
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Tabela 1 — Condicdes experimentais para as analises de microXRF.

Condicoes experimentais para analises de microXRF

Distribuicio espacial Concentracio
Equipamento: Espectrémetro M4 Tornado
Feixe: Branco (Emax = 40 keV)
Tensao: 40kV
Corrente: 600 pA
Geometria: dngulo entre o feixe incidente e emergente = 30°
Filtro: Aluminio 100 pm ill‘munuui';‘; 25:05 ;‘;‘ ((EEE&I::%)
Detector de Raios X: Si com resolucdo < 145 eV para Mn Ko
Sistema optico: policapilar
Ponto focal 25 pm
Tempo aquisigio 1300 ms/pixel 100 s (E<6keV)e250s (E=6keV)
Quantidade - 20 pontos por amostra
Passo 15 pm — 3 ciclos -

Amostra certificada

¥alldacdo do skstema i (NIST test #822/275197-07)

Fonte: O autor, 2019.

Figura 09 — a) Vista interna do M4 Tornado com suporte de PVC e as amostras. b)
Fotografia amplificada com suporte PVC, ultralene e micropipeta.

Filme ultralene 4 pm

Fonte: O autor, 2019.

Os espectros de XRF foram avaliados através do software PyMCA verséo 3.9.4
distribuido pela European Synchrotron Radiation Facility (ESRF), especifico para

processamento de dados de fluorescéncia de Raios X (SOLE et al., 2007).
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O limite de deteccdo (LD) foi determinado para os elementos presentes na
amostra certificada e depois, por extrapolacdo (curva do limite de deteccdo),
determinou-se o limite de deteccdo para os elementos de interesse. Os valores
apresentados na tabela 2, sdo os limites minimos detectaveis para a linhas Ka, dos
seguintes elementos P, S, K, Ca, Fe, Cu e Zn. O tempo de aquisicdo para o célculo do
limite de deteccdo (LD) foi de 40 s/pixel. Foram selecionados 8 pontos distintos ao
longo da amostra para obtencdo dos espectros, nas seguintes condigfes experimentais:
40 kV, 600 pA e filtro de Al de 630 um de espessura.

Os mapas bidimensionais foram obtidos utilizando feixe branco com spot
aproximado de 25 pm x 25 um com filtro de Al (100 um), através do software do
espectrometro M4 Tornado (ESPIRIT). O tempo de aquisicdo foi de 1300 ms/pixel

repetidos em 3 ciclos com passo de 15 pum.

Para as andlises quantitativas foram selecionados 20 pontos distribuidos ao
longo da amostra, foi utilizado o filtro de Al (12,5 um) para analise dos elementos com
Z < 20 e o filtro Al (630 um) para analise dos elementos com Z > 20. A figura 10
mostra uma fotografia com aumento de 100 x obtida através do equipamento M4
Tornado de um dos esferoides analisados. O tempo de aquisicao foi de 100 s/ponto para
os elementos P, S, K, Ca e 250 s/pixel para os elementos Fe, Cu e Zn. A quantificacéo
dos esferoides baseou-se nos métodos de parametros fundamentais, levando em

consideracdo o modelo de tecido mole estabelecido pela ICRU44 (ICRU, 1989).

Figura 10 — a) Imagem obtida com aumento de 100 X através do M4 Tornado. b)

Imagem com as demarcagdes utilizadas para calculo de concentracdo elementar.

Fonte: O autor, 2018.
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A validacdo da metodologia utilizada foi verificada através da analise de uma
solugdo multielementar produzida em laboratorio e certificada pelo NIST (NIST test
#822/275197-07) que possui 23 elementos. A solucdo foi diluida em agua Mili-Q até
uma concentragio final de 10 pgg™: Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In,
K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl e Zn. As condig¢des experimentais para validacdo do

sistema foram as mesmas utilizadas para as quantificagdes dos esferoides.
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4. ANALISE DE RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos através das analises por

XRF: 0s mapas bidimensionais e os valores das concentracfes encontrados.

4.1. Andlise dos esferoides celulares através da microXRF

Através da técnica utilizada foi possivel detectar os elementos: P, S, Cl, Ar, K,
Ca, Fe, Cu e Zn. A figura 11 mostra dois espectros de XRF, em um mesmo ponto da
amostra, com a utilizacao de filtros de Aluminio (12,5 um e 630 um) de um esferoide
celular de neuroblastoma humano. Pode-se observar que o filtro de aluminio com 12,5
um de espessura (figura 11a) favorece a excitacdo de elementos com numeros atbmicos
baixos (Z < 20). O filtro com essa espessura atenua a linha L (~ 2,8 keV) do anodo do
tubo de raios X (Rodio) devido a borda de absor¢do da linha Ka do Aluminio (Kedge =
1,6 keV), evitando desta forma, a superposicao de linhas de XRF na regido de 1,7 keV —
4,0 keV. Além disso, permite uma excitacdo mais eficiente para os elementos de baixo
numero atbmico, porque devido a espessura do filtro, este permite a passagem de uma
parcela significativa dos fétons de baixas energias do feixe incidente. Por outro lado, o
filtro de 630 um (figura 11b) favorece os elementos com nimeros atdmicos maiores do
que 20 (Z > 20). Isto ocorre porque no filtro de 630 um os fotons de baixas energias séo
atenuados (retirados do feixe incidente) e como consequéncia ocorre uma menor
contribuicdo do espalhamento nesta regido, o que formara uma linha de base mais baixa
e com pouca contribuicdo da radiacdo de fundo. Portanto, a utilizacdo deste filtro
favorece a deteccdo de elementos com baixas concentracfes nesta regiao (3,0 keV — 10
keV).

Nos espectros de XRF, embora os elementos Cloro e Argdnio tenham sido
detectados, ndo foram considerados para analises quantitativas. O elemento Cl ndo é
descrito na literatura como elemento traco de células de neuroblastoma. Além disso, o
meio de cultura (DMEM) possui elevada concentragéo de Cl, aproximadamente 6600
mg/L, de forma que os valores encontrados nos esferoides podem ter sido influenciados
pela presenga do mesmo no DMEM. O elemento Ar esta presente no espectro devido ao
fato das medidas ndo terem sido realizadas em vacuo, a concentracdo de Ar é cerca de

1,0% em atmosfera padréo.
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Figura 11: Espectros em escalas diferentes para anélise, apenas qualitativamente, dos
elementos encontrados na amostra com dois filtros distintos. a) Espectro de XRF com
filtro de Al de 12,5 um de espessura e tempo de aquisicdo de 100 s nas condicbes
experimentais citadas. b) Espectro de XRF com filtro de Al de 630 um de espessura e

tempo de aquisigédo de 250 s nas condi¢Ges experimentais citadas.
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Fonte: O autor, 2019.

4.1.1 Anélise qualitativa dos mapas bidimensionais

Foram analisados cinco esferoides da linhagem celular SH-SY5Y e cinco
esferoides da linhagem SK-N-BE (2).

As figuras 12 e 13 mostram as fotografias obtidas pelo programa do
espectrometro M4 Tornado, de cada um dos esferoides (SH-SY5Y e SK-N-BE (2))

utilizados nas analises, respectivamente.
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Figura 12: Imagens dos esferoides SH-SY5Y obtidas através do M4 Tornado com
ampliacdo 100x.

300 pm

Fonte: O autor, 2019.

Figura 13: Imagens dos esferoides SK-N-BE (2) obtidas através do M4 Tornado, com

ampliacdo 100x.

Fonte: O autor, 2019.

A partir da andlise do espectro mostrado na figura 11b, observa-se a baixa
intensidade relativa dos picos caracteristicos para os elementos Fe, Cu e Zn. A figura

14, mostra que para deteccdo desses elementos foi necessario o uso de um filtro que nédo
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prejudicasse a fluorescéncia dos elementos de baixas energias. Além disso, 0 uso do
filtro contribui para a ndo sobreposi¢édo das linhas do anodo de Radio do tubo de raios X
(energias La = 2,69 keV e LB = 2,83 keV) com elementos de baixo nimero atémico,
como P, Se K.

As figuras 15 e 16, mostram as imagens resultantes dos mapas bidimensionais da
intensidade de cada um dos elementos dos esferoides das linhagens SH-SY5Y e SK-N-
BE (2) nas condicbes descritas no capitulo 3. Todos os cinco esferoides analisados para
a linhagem SH-SY5Y, mostraram distribuicdes semelhantes para um mesmo elemento
em cada amostra. Por exemplo, o elemento P se distribuiu igualmente em cada um dos
cincos esferoides, bem como o S, K, e assim sucessivamente. O mesmo aconteceu para
os esferoides da linhagem SK-N-BE (2). As figuras 15 e 16 representam a distribuicédo
de intensidades de apenas um Unico esferoide.

Figura 14: Uso de filtros de Al com diferentes espessuras
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Fonte: O autor, 2019.
Analisando a figura 15, observamos que tanto o fosforo quanto o zinco estdo

distribuidos por todo esferoide, apresentando menor intensidade nas zonas periféricas.
Em contrapartida, tanto o ferro quanto o potassio ndo estdo distribuidos por todo o
esferoide, apresentando regides de maior intensidade. E notério o actimulo pontual de

potassio no esferoide da linhagem SH-SY5Y em relacdo ao esferoide da linhagem SK-
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N-BE (2). O calcio apresenta distribuicdo heterogénea ao longo do esferoide com
regides pontuais de maiores intensidades.

Atraveés da figura 16, pode-se observar de maneira qualitativa a heterogeneidade
das distribuicdes elementares através dos esferoides, o mesmo observado para 0s
esferoides da SH-SY5Y. Tanto o ferro quanto o potassio apresentam regides de maior
intensidade. O zinco e fosforo estdo distribuidos pela amostra com maior intensidade no
centro e menor intensidade nas regiGes periféricas. De maneira geral, todos os
elementos demonstraram distribuicdo heterogénea ao longo da amostra.

Figura 15: Distribuicdo elementar bidimensional normalizado de intensidade para 0s
elementos P, S, K, Ca, Fe, Cu e Zn de um esferoide da linhagem celular SH-SY5Y. A

escala representa os valores méximos e minimos para cada elemento.
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Minimo

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 16: Distribuicdo elementar bidimensional normalizado da intensidade para os
elementos P, S, K, Ca, Fe, Cu e Zn de um esferoide da linhagem celular SK-N-BE (2).

A escala representa os valores maximos e minimos para cada elemento.

- Maximo

Minimo

Fonte: O autor, 2019.
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Os mapas bidimensionais do cobre ndo puderam ser avaliados, provavelmente
devido a baixa concentracdo deste elemento nas amostras analisadas (as concentracoes
estdo proximas do limite de deteccdo do sistema de XRF)

O fosforo é um elemento de fundamental importancia devido a sua funcdo em
biomoléculas estruturais e a sua relacdo com as nucleoproteinas, fosfolipidios e a
molécula de trifosfato de adenosina (ATP) no funcionamento celular (SARTORE et al.,
2017). Durante o funcionamento celular, o zinco desempenha importante funcdo na
sintese proteica e no papel estrutural do dobramento adequado das proteinas e, portanto,
assume-se que poderia desempenhar funcdes controladores como neuromodulador nas
sinapses glutamatérgicas (TAPIERO, TEW, 2003). As analises dos mapas
bidimensionais para esses elementos revelaram semelhanca quanto a distribuicdo
elementar, sugerindo que estes elementos possam ter correlacao.

A distribuicdo do enxofre ao longo de todo esferoide, para ambas linhagens
celulares, reforca a hipdtese do enxofre estar correlacionado com proteinas, como
aminoécidos metionina e cisteina e em pontes de dissulfeto (SARTORE et al., 2017).
Os proteoglicanos neuronais, que sdo 0s principais constituintes da matriz extracelular
do SNC, funcionam como receptores diretos para fatores de crescimento de ligacdo a
heparina que induzem migragéo neuronal (MAEDA, 2015).

O potéssio torna-se essencial para o funcionamento celular, pois este regula o
equilibrio i6nico, o transporte transmembrana e a sintese de proteinas (SARTORE et al.,
2017). Assim, presume-se que a funcdo dos canais de potassio seja um requisito chave
para a proliferacdo adequada de células progenitoras e essenciais para a diferenciacdo
neuronal funcional (Yasuda et al., 2008).

A expressdo de fatores de transcricdo que regulam a sobrevivéncia e
diferenciacdo neuronal durante a neurogénese pode ser controlada através do célcio
(LECLERC et al., 2012). O calcio também executa fun¢des como cofator enzimatico e
na liberacdo de vesiculas sinapticas que podem estar relacionadas as concentracfes de
zinco. Em solucdo fisiologica contendo varios milimolares de Ca?*, o Zn?* pode
produzir um forte bloqueio da corrente pré-sinaptica de Ca?*, inibindo assim a liberacio
de neurotransmissores (WINEGAR, LANSMAN, 1990).

Na literatura, o ferro € conhecido por ter uma fungdo essencial durante o
desenvolvimento do cancer, influenciando o metabolismo energético, metaloproteinas e
atividades enzimaticas. Pacientes com NB em estadgio avancado mostram niveis

anormalmente elevados de ferritina sérica, que é uma proteina de armazenamento de
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ferro e muito provavelmente secretada por tumores de neuroblastoma (HANN et al.,
1985). Foi relatado, através de microscopia eletrénica, que ndo hd acimulo de ferro na
ferritina de células em culturas de neuroblastoma (GOUGET et al., 2000). Niveis de
ferro podem estar presente durante a cultura de células, mas pode ter sido secretada
durante os processos in vitro, justificando assim os baixos e pontuais niveis de ferro nas
amostras analisadas neste estudo.

O zinco é conhecido por ser intermediador de aproximadamente 300 enzimas.
Niveis baixos de zinco cerebral podem inibir o crescimento e a divisao celular, enquanto
altos niveis de zinco sdo toxicos. Assim, as funcdes que o zinco exerce durante a sintese
de proteinas e sintese do DNA podem ser prejudicados devido a sua concentragao
(FREDERICKSON, 1989). Para além disso, o zinco contribui para a neurogénese no
desenvolvimento do cérebro juntamente com o potassio, de forma que a toxidade devido

a concentracdes alteradas pode influenciar a atuacéo de outros elementos.

4.1.2 Validacgao do sistema

Para a validagdo do sistema utilizou-se uma amostra multielementar certificada,
possibilitando assim a detecgdo e comparacdo com valores de referéncia padrdo dos
seguintes elementos: K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Sr, Ba, Tl, Pb e Bi. A
figura 17 mostra o espectro de XRF obtido na analise da amostra certificada. A

incerteza relativa variou de 1,0 % para o Ca até 20 % para Bi e TI.

O coeficiente de variacdo mostrou que a dispersdo obtida em relagdo ao valor
médio foi de aproximadamente 9,0 % para Ca, Cr, Fe e Zn até 22 % para Ba. O
coeficiente de variacdo elevado para o bario provavelmente esta associado a linha de
XRF que foi usada para quantificacdo (Ba-La). Pode-se observar na figura 17 que as

linhas L do bario apresentam baixa estatistica (area sob o pico da linha Ba-La pequena).

A figura 18 mostra a comparacgéo entre os valores obtidos por XRF e os valores
certificados. Os resultados mostram boa acuracia para os elementos analisados neste
trabalho.
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Figura 17: Espectro dos elementos quimicos presentes na amostra certificada
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Fonte: O autor, 2019.

Figura 18: Comparacéo entre valores obtidos por XRF (linha azul) e valores certificados

(linha vermelha).
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As medidas de XRF podem sofrer alteragcOes devido a efeitos de absor¢do na
amostra. Para a correcdo de efeitos de absorcéo utilizou-se um modelo de tecido mole
estabelecido pela Comissao Internacional de Unidades e Medidas de Radiacdo (ICRU
44). O modelo assume que matrizes de tecido biologico sdo constituidos por 4
elementos: H (10,1%), C (11,1%), N (2,6%) e O (76,2%) com densidade de 1,0 g/cm?.
Sendo assim, o modelo utilizado visa corrigir estes efeitos de absorcdo, fornecendo

maior precisao as medidas efetuadas.

4.1.3 Andlise quantitativa

Para a quantificacdo dos elementos presentes nas amostras utilizou-se dois filtros
distintos. O filtro de aluminio com espessura de 12,5 um para as andlises dos elementos
de menor nimero atdmico, como P, S, K e Ca. E o filtro de aluminio com espessura de
630 um para elementos Fe, Cu e Zn.

As tabelas 2 e 3 mostram os valores das medianas dos 20 pontos analisados em
cada esferoide e o limite de deteccdo de cada elemento. O tratamento de dados foi

realizado através do programa GraphPad Prism 6.

Tabela 2: Concentracdo elementar de cada esferoide da linhagem celular SH-SY5Y
usando microXRF.

Concentragio elementar in pg.g*

Amostra P S K Ca Fe Cu Zn
Esferoide 1 4128 870 311 40 6,8 <LD 34
Esferoide 2 4257 736 486 196 4,8 <LD 3,5
Esferoide 3 2413 424 665 143 11,3 0,8 3,0
Esferoide 4 3812 531 574 156 7,2 1,3 3,6
Esferoide 5 5090 1283 54 39 4,6 <LD 3,0

LDY 7,2 6,4 4,2 3,1 1,2 0,8 0,8

1) LD = Limite de deteccao.

Fonte: O autor, 2019.
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Tabela 3: Concentracdo elementar de cada esferoide da linhagem celular SK-N-BE (2)
usando microXRF.

Concentracéo elementar in pg.g*

Amostra P S K Ca Fe Cu Zn
Esferoide 1 1064 113 20 19 <LD <LD 1,5
Esferoide2 4183 707 17 54 <LD 1,6 2,4
Esferoide 3 3846 721 149 137 1,9 2,2 4,2
Esferoide 4 3486 700 20 23 <LD <LD 2,0
Esferoide 5 3253 616 17 22 <LD 0,8 1,7

LDY 7,2 6,4 4,2 3,6 1,2 0,8 0,8

1) LD = Limite de detec¢do.

Fonte: O autor, 2019.

Os resultados mostram que a quantificacdo dos elementos ferro e cobre foram
prejudicados para o esferoide da linhagem celular SK-N-BE (2) e o cobre para a
linhagem celular SH-SY5Y, visto que estes estdo préximos do limite de deteccao
experimental do equipamento. As figuras 19 e 20 mostram, em escala logaritmica, 0s
graficos de caixa para os elementos P, S, K, Ca, Fe, Cu e Zn para os dois tipos de
linhagens celulares analisadas (SH-SY5Y e SK-N-BE (2)). Os bigodes inferior e
superior representam respectivamente os valores minimo e maximo apds a exclusao dos
outliers pelo método de ROUT. Pode-se observar pelas figuras 19 e 20 a grande
dispersdo dos valores em relacdo a mediana, possivelmente, devido a heterogeneidade

das amostras.

A Tabela 4 apresenta a comparacao entre SH-SY5Y E SK-N-BE (2) através do
teste ndo paramétrico Mann Whitney com nivel de significancia de 5% para todos 0s
elementos avaliados. A comparacao entre os dois tipos de esferoides foi realizada a fim
de verificar a relacdo das concentragdes dos elementos com a progressdo do

neuroblastoma.



Figura 19: Comparacdo da concentracdo (ug/g) de P, S e K nos esferoides celulares a

partir de linhagens celulares de neuroblastoma humano.
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Figura 20: Comparacdo da concentragao (pg/g) de Ca, Fe, Cu e Zn nos esferoides

celulares a partir de linhagens celulares de neuroblastoma humano.
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Tabela 4: Comparacdo da concentracdo elementar (g/g) entre os esferoides celulares

das linhagens SH-SY5Y e SK-N-BE (2) usando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney

Teste Mann Whitney

Elemento P valor Significante?
(P <0,05)
P 0,007 Sim
S 0,01 Sim
K <0,0001 Sim
Ca < 0,0001 Sim
Fe < 0,0001 Sim
Cu < 0,0001 Sim
Zn < 0,0001 Sim

Fonte: O autor, 2019.

Nota-se nas figuras 19 e 20 que os elementos P, S, K, Ca, Fe e Zn apresentaram
um declinio nos valores das concentracbes na linhagem SK-N-BE (2) quando
comparados a linhagem SH-SY5Y. A reducdo nos valores das concentracdes de
determinados elementos encontrados neste estudo pode estar associada a progressao do

neuroblastoma.

As linhagens analisadas apresentam diferentes vulnerabilidades ao estresse
oxidativo devido a amplificacdo ou ndo de MYCN (oncogene viral relacionado a
mielocitomatose v-myc, derivado do neuroblastoma). A linhagem SK-N-BE (2) sdo
células amplificadas por MYCN, enquanto a linhagem celular SH-SY5Y séo células
ndo amplificadas por MYCN. Tem sido amplamente e relatado na literatura que a
amplificacdo do MYCN é um fator de prognostico importante no NB. A identificacdo
desta amplificagdo em NB esta associada com a rapida progressao do tumor, mau
prognostico e resisténcia terapéutica no neuroblastoma (TUDELA et al., 2010;
PARODI et al., 2011; SHUANGSHOTI et al., 2012). Amplificagio MYCN confere
resisténcia celular a apoptose induzido pela necrose tumoral, enquanto o silenciamento
do MYCN promove a reducéo da proliferacdo, da diferenciacéo e apoptose de células de
NB humanas (KANG et al., 2006; NARA et al., 2007). Aproximadamente 20% dos
tumores de NB tém amplificagdo MYCN, sendo ainda mais comum (aproximadamente
40%) em tumores de estagio avancados 3 e 4 e incomum (cerca de 5%-10%) em
tumores de estagio 1, 2 e 4S (SHUANGSHOTI et al., 2012). Estudos mostraram que
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com MYCN amplificado as células possuem alta resisténcia contra o dano oxidativo.
Em contraste, as celulas de NB com MYCN ndo amplificadas possuem maior
vulnerabilidade ao dano oxidativo (TUDELA, et al., 2010).

As reacOes de oxidagéo e reducgéo sdo catalisadas por metais de transicdo como o
cobre e o ferro (AZZIZ, 2011). A excessiva formacdo de peroxidos, bem como a
deficiéncia de glutationa (principal agente antioxidante e protetor) gera um aumento na

reatividade do ferro, estimulando a formacéo de oxi-radicais toxicos (TEIVE, 2005).

As EROs geradas no organismo podem provir de diferentes locais, sendo a
principal fonte a mitocdndria, devido ao O, que escapou da cadeia de transporte de
elétrons. A geracdo dessas espécies € associada ao metabolismo do Oz mitocondrial,
cuja fosforilagdo oxidativa resulta na formacdo de adenosina trifosfato (ATP)
(FINLAND, LAC e FILAIRE, 2006). A formacdo de EROs pela mitocondria é
proporcional a atividade da cadeia de transporte de elétrons, mas esta ndo € proporcional
ao consumo de O.. Um desequilibrio entre a producéo e a remocdo dessas espécies,
podem levar a eventos nocivos, como apoptose de células saudaveis e alteracdo da
funcéo celular (AZZ1Z, 2011).

fons metalicos, como o ferro, podem gerar EROs e catalisar reacdes de oxidac&o
das biomoléculas (MANCIA et al., 2010). O Fe apresenta dois estados de oxidagao mais
comuns, o Fe (Ill) e o Fe (I1). As concentracdes de Fe elevadas podem favorecer a
lipoperoxidacdo e a autooxidacdo de neurotransmissores através do radical hidroxila
formado na reacdo de Fenton, este sendo toxico as células (MANCIA, et al., 2010). Na
oxidacdo do Fe (11) ao estado do Fe (111), o Oz dissolvido na solucéo é reduzido a radical
superéxido (SEQUEIRA, ALMEIDA E ARRUDA, 2006). Nessa rea¢do, uma mistura
de H20. e de Fe (Il) reage com moléculas organicas devido a formacdo do radical
hidroxila podendo promover uma série de reagdes com radicais livres (GROTTO,
2008).

O cobre, elemento que participa do processo de transferéncia eletronica, apresenta
dois estados de oxidagdo mais comuns, Cu (I) e Cu (II), os quais podem participar de
reacfes com o radical superoxido (AZZIZ, 2010). Estudos relataram que a linhagem
celular SH-SY5Y quando expostas ao sulfato de cobre induziu acumulo de cobre na
mitocondria celular, gerando a formagdo de EROs e estimulando a morte celular
(ARCIELLO et al., 2005).
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Estudos mostraram que a deficiéncia de zinco leva a um rapido aumento dos
oxidantes celulares. Niveis aumentados de oxidantes globais e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) foram observados em associacdo com a deficiéncia de Zn em células
de neuroblastoma e glioma. Um aumento acentuado na liberacdo de H2.O, foi observado
apos a incubacdo das células de neuroblastoma humano (IMR-32) em meio deficiente
de Zn (OTEIZA et al., 2000; ZAGO et al., 2001). Este aumento nas EROs celulares foi
evitado pela incubacdo simultadnea de células de neuroblastoma deficientes de Zn na
presenca de catalase. Além disso, um estudo mostrou que a exposicdo ao excesso de
zinco em ceélulas SH-SY5Y pode induzir a citotoxicidade e a morte celular em
concentragdes acima de 200 pM. Assim, a citotoxicidade do Zn estd intimamente
relacionada a falha de energia causada pela diminuicdo de NAD+ intracelular, este
sendo um substrato chave na glicolise para producdo de ATP. A diminuicdo da
producdo de ATP pode levar a morte celular. Além disso, essa perda de ATP
intracelular estd intimamente associada a distirbios da funcdo mitocondrial, que é
frequentemente acompanhada pela geragdo de EROs nas mitocondrias (SHIMOJI et al.,
2017).

Os niveis de alguns metais, como Cu, Fe e Zn devem ser controlados
rigorosamente pelo organismo, ndo permitindo acumulacdo em niveis toxicos. A
administragdo de complexos de cobre a tecidos tumorais mostrou-se eficiente no
controle da morte celular das células cancerosas por meio do estresse oxidativo
(TARDITO E MARCHIO, 2009). O fato de o Cu atuar como cofator da enzima oxidase
permite a conversdo do ion férrico Fe (Ill) citosélico na forma ferrosa Fe (Il), que
posteriormente serd incorporado a ferritina. A ferritina € uma importante proteina no
armazenamento de ferro e é secretada pelas células cancerosas, induzindo que a relagédo
entre Cu e Fe possuem correlacdo (MILLS, 1981). Além disso, foi relatado que a
diminuicdo dos niveis da expressdao de ferroportina nas células cancerigenas, reduz a
exportacdo de Fe intracelular, causa sobrecarga de Fe intracelular, ativa a EROs e
consequentemente 0 dano ao DNA, favorecendo a tumorogénese e/ou promogédo
tumoral (XUE, et al., 2015).

Mesmo durante o desenvolvimento tumoral o ATP desempenha a manutencdo dos
processos celulares para proliferacdo celular e geracdo de energia para agregagdo de
biomassa ao tumor (CAIRNS et al., 2011). Especies reativas também podem se formar

excedendo significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
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organismo, tendo como consequéncia o aumento de danos a biomoléculas (DNA,
lipidios, proteinas) desencadeando o processo de estresse oxidativo, comprometendo
assim o funcionamento celular estimulando-a a morte por apoptose ou necrose
(HALLIWELL, 2001). As EROs sdo espécies nocivas para as células devido a sua alta
reatividade, seus alvos biologicos sdo representados por acidos nucléicos, lipideos e
proteinas. O dano ao DNA induzido por EROs requer a ativacdo de mecanismos de
reparo para a sobrevivéncia celular. Quando a reparacdo nao acontece ¢ que a indugdo a
carcinogénese se inicia, sendo uma das consequéncias associadas a um ambiente pro-
oxidante no interior das células, e sugere também que a progressao tumoral possa ser
sustentada pela ativacdo de vias celulares reguladas por oxidac¢do. Por outro lado, o
estresse oxidativo poderia ser util no tratamento do cancer, ja que a produgdo de EROs
poderia ser menos tolerada pelo delicado equilibrio redox das células tumorais em

relacdo as células normais (TARDITO e MARCHIO, 2009).

O ferro tem sido relatado em estudos relacionados a disturbios neurodegenerativos
e em especial ao estresse oxidativo visto a sua capacidade de migrar entre os estados
ferroso e férrico, respectivamente Fe (I1) e Fe (I11) (LAVENUS S. et al.,2010). Células
de neuroblastoma humano (IMR-32), quando expostas ao citrato de amodnio férrico
acumularam ferro e mostraram aumento nos niveis de oxidantes celulares dependente
do tempo e da concentragdo. A incubacdo com amoénio férrico causou aumento da
intensidade do teor de ferro celular e consequentemente aumento de células oxidantes,

ativando sinais que sdo sensiveis ao redox e a apoptose (SALVADOR e OTEIZA, 2011).

Foram relatados experimentos realizados com a linhagem celular SH-SYSY de
neuroblastoma humano que indicaram que o ferro regula a densidade de A2aR no nivel
celular, e também que parece haver uma relagdo fisiologica intima entre o status de ferro
celular e a densidade do A2aR, demonstrado pela forte correlacio com a densidade do
receptor de transferrina (TfR) (GULYANI et al, 2009). Quando expostas a
concentracgdes variaveis de ferro férrico e ferroso, as células de neuroblastoma humano
SH-SYSY tratadas com a forma ferrosa exibiram uma toxicidade significativamente
maior quando comparadas com as tratadas com o estado idnico férrico de maior

concentragdo, levando a desintegragdo celular (VIKRAN, A. et al, 2015).

As concentragdes entre os elementos ndo se dao de forma isolada, o cobre por
exemplo, ¢ um componente fundamental das metaloenzimas ativas, onde participa de

reacdes redox nos ciclos de estados de oxidacdo +1 e +2. Exemplos destas
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metaloenzimas sao citocromo oxidase, tirosinase ¢ Zn-Cu superoxido dismutase. Bem
como a relagdo entre ferro e cobre, que em pacientes com neuroblastoma, apresentam

altos niveis de ferritina e mau prognostico da doenga (MILLS, 1981).

Estudos relatados na literatura com células neuronais em cultura de, mostraram
que os niveis de ferro podem exacerbar a toxidade redutora do cobre aumentando a
produgdo de radicais livres e ainda que a toxidade pode promover a redugao do Cu (II)
ou Fe (IIT) (WHITE, et al., 2004). Esse fato pode justificar as diferencas observados nos
niveis de cobre e ferro nos esferoides analisados. Os niveis de Fe encontrados na

linhagem SH-SYS5Y sao superiores aos encontrados na linhagem SK-N-BE (2).

Na literatura, foi relatado que o Zinco desloca o cobre e o ferro redox na
membrana plasmatica prevenindo a oxidacdo e a morte celular (ZAGO et al., 2001). O
nivel de Zn encontrado na linhagem SK-N-BE (2) € inferior ao encontrado na SH-
SY5Y. Em contrapartida, o nivel de cobre apresentou-se superior na linhagem SK-N-
BE (2), este fato pode estar relacionado ao deslocamento do cobre e ferro relatado na

tentativa de prevencéo aos danos na mitocondria devido ao estresse oxidativo.

De maneira geral, as concentragdes desses elementos ndo possuem um valor
preciso descrito na literatura. As concentracdes alteradas entre os elementos trago na
amostra podem tornar o ambiente toxico ou ndo para a cé€lula, desencadeando assim
uma reagdo em cadeia podendo gerar a morte celular, seja por apoptose ou necrose.
Estudos descritos na literatura indicam que niveis elevados de cobre podem induzir
diminui¢des nas concentracdes de ferro e zinco. Hé relatos que os niveis de zinco
alterados podem funcionar como neuromodulador devido a sua correlagdo com diversas

metaloenzimas (HARRISON, GIBBONS, 1994; SMART, XIE, KRISHEK, 1994).

Uma caracteristica interessante dos tumores de NB é que, mesmo em estagios
avancados da doenca, 0s tumores primarios sdo sensiveis a quimioterapia, embora a
progressdo clinica inevitavelmente ocorra. As diversas linhagens de NB geneticamente
modificadas sdo ferramentas valiosas para investigar fatores importantes na progressao
do NB. Assim, os diferentes processos bioldgicos apresentados pelas células, os quais
estdo relacionados de certa maneira com as concentracGes elementares, sugerem

importantes resultados nas pesquisas de terapias especificas nas células de NB.

A técnica de microXRF mostrou-se eficaz para as andlises qualitativas e

quantitativas de elementos tragco em amostras bioldgicas. A técnica pode ser utilizada
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como aliada na compreensdo da relacdo dos niveis de elementos traco com patologias

associadas aos processos bioldgicos em células de neuroblastoma.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, a técnica de microXRF demonstrou ser eficiente para anélise de
esferoides celulares tumorais das linhagens SH-SY5Y e SK-N-BE (2). O presente
estudo foi capaz de analisar a composicdo elementar, distribuicdo espacial e as
concentragOes de esferoides de neuroblastoma humano. Foi possivel, através da XRF, a
identificacdo de elementos tragos em esferoides derivados de duas linhagens celulares
de neuroblastoma humano os seguintes elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn.

A distribuicdo espacial elementar nos esferoides mostrou a ndo uniformidade
dos elementos quimicos ao longo das amostras, evidenciando regides de maiores e
menores intensidades. A distribuicdo espacial do cobre ndo pode ser avaliada devido as
concentragdes estarem proximas do limite de detec¢cdo do sistema de XRF.

Através de amostra certificada foi possivel validar a metodologia e calcular os
limites de deteccdo do equipamento para os elementos: P, S, K, Ca, Fe, Cu e Zn. Os
valores obtidos variaram desde 0,8 pg.g™* para Cu e Zn até 7,2 pg.g™* para P.

A andlise quantitativa mostrou que as concentracdes entre o0s elementos
identificados nos esferoides da linhagem SK-N-BE (2) sdo menores do que os da
linhagem SH-SY5Y.

As concentracgdes obtidas para as linhagens celulares SH-SY5Y e SK-N-BE (2)
apresentaram grande dispersdo, essa dispersdo pode ser justificada devido a
heterogeneidade das amostras analisadas e a superficie ndo plana dos esferoides
celulares.

Com a utilizacdo da microXRF foi possivel analisar as distribuicGes elementares
e quantificar multiplos elementos simultaneamente e de forma nao destrutiva. Tendo em
vista a importancia dos elementos traco na evolu¢do do neuroblastoma, como foi
demonstrado, 0 nosso estudo pode representar uma ferramenta importante para a
compreensdo da patologia associada a este tipo de tumor.

O desdobramento deste estudo podera guiar futuros estudos utilizando cultura de

células em 3D, bem como analises de células de neuroblastoma humano por microXRF.

Em estudos futuros nesta area, pode-se sugerir:
a) Realizar novas analises usando microXRF com radia¢do Sincrotron para
melhorar a analise do cobre,

b) Realizar tratamentos suplementados com elementos importantes no estresse
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oxidativo, tais como: Fe, Cu e Zn,
€) Realizar testes de biologicos paralelamente as analises de MicroXRF,
d) Desenvolver um protocolo para comparagdo dos resultados obtidos com

MicroXRF com um grupo controle.
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ANEXO A

A.1l. Analise quantitativa em fluorescéncia de raios X

Na XRF a relagao entre a quantidade de um elemento i presente numa amostra e
a intensidade da radiacdo de fluorescéncia de raios x produzida pelo elemento i
(normalmente linha Ko) depende de varios fatores: o espectro de energia do feixe
incidente, geometria fonte-detector, tipo de detector, caracteristicas da amostra,
condicdo de excitagdo (vacuo ou atmosfera normal), interferéncia entre linhas e
qualidade do espectro de XRF. Assim, a analise quantitativa ndo ¢ uma tarefa simples.
Para chegarmos a uma relagdo que possa considerar todos estes fatores e necessario
partir de um modelo simples de analise. A figura 21 representa um modelo bastante
simplificado de uma amostra com espessura D sendo irradiada por um feixe
monocromatico com energia E, e incidindo num angulo 6; em relacdo a superficie da
amostra. O feixe incidente excita um elemento i numa camada dx numa profundidade x.
O elemento i excitado emite fluorescéncia de raios X com energia Ei. A XRF ¢
isotropica, entretanto, parte do feixe de XRF vai na direcdo do detector que esta
posicionado num angulo 0> em relagdo a superficie da amostra. Assim, a relagao entre a
intensidade da radiacao fluorescente e a concentracdo Wi de um elemento i presente na
amostra pode ser obtida seguindo as seguintes etapas (ANJOS, 2010; SIMABUCO,
2000):

Figura 21. Geometria para a analise quantitativa da fluorescéncia de raios X

Amostra

Tubo de raios X

Detectar

Fonte: SANTOS, 2014, f. 56.
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Vamos supor que a distribuicdo do elemento 1 na amostra ¢, assim, a intensidade
da linha Ko de um elemento i numa camada dx a uma profundidade x (figura 21) pode

ser representada como o produto de trés eventos:

a) a probabilidade de a radiacdo de excitagdo atingir a camada dx a uma

profundidade x:

P, = e ~Ho-po-x/senby (8)

Onde: o ¢é o coeficiente de absorgdo de massa da matriz (cm?.g™') na energia do feixe
incidente (E,), po é a densidade da matriz (g.cm™) e 0; é o angulo de incidéncia entre a

dire¢do do feixe incidente e a superficie da amostra.

b) a probabilidade de a radia¢do de excitagdo produzir uma vacancia no orbital 1s
(camada K) no elemento i presente em dx, resultando na produgdo de raios X

caracteristicos associado a linha de emissdo Ka:

P2=T.W.(1—%).f.p.dx ©)

Onde: t ¢ o coeficiente de absorcdo de massa para efeito fotoelétrico associado
elemento i (cm”.g™!) na energia de excitagdo (E,) , ® é o rendimento de fluorescéncia da
camada K, j € a razdo de salto K — L, f ¢ a fracdo de fotons K emitidos como raios Ka

caracteristicos e p ¢ a densidade (g.cm™).

Os termos 1, ®, J € f sdo chamados de pardmetros fundamentais dependem do
nimero atdmico do elemento i e da energia de excitagdo. Estes termos podem ser
agrupados em um Unico termo, denominado constante dos parametros fundamentais (K)

e entdo, a equagao 9 pode ser reescrita como:

P, = K.p.dx (10)

Onde:Kzr.w.(l—%).f
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C) aprobabilidade dos raios X Ka. produzido na camada dx nao serem absorvidos na
espessura x e, consequentemente, podem chegar ao detector, sendo detectados

como fotons associados a fluorescéncia de raios X:

P; = e ~Ho-Pox/send; o (11)

Onde: p é o coeficiente de absor¢do de massa da matriz (cm?.g™') para a energia Ka, € é
a eficiéncia do detector na energia Ko e 02 € o angulo de emergéncia (entre a superficie

da amostra e a dire¢ao do feixe emergente).

A intensidade da radiacdo fluorescente dI produzida pelo elemento i contido na
camada dx ¢ o produto das trés probabilidades P1, P> e P3 e de um fator de geometria G

(LACHANCE & CLAISSE, 1995). Assim, a intensidade I pode obtida como:
dl = G.e.K.p. e HoPoX/sends g—popox/sendy gy (12)
Onde: G = 10..(21.(22

O termo G, denominada fator de geometria, ¢ uma constante de
proporcionalidade e depende apenas da geometria do sistema de excitagdo-detecgdo, da

intensidade da fonte de excitagao.

Os coeficientes de absor¢do de massa para as energias dos feixes incidente (Eo) e

emergente (E;) podem ser agrupados da seguinte forma:

Xi(Eo Ey) = Bro) y iu i) (13)

senfq senf,

xi(Eo E;) pode ser interpretado como um parametro associado a absorc¢éo de massa total

da amostra.

A equacdo 12 pode ser integrada em toda a espessura da amostra D. Assim,
determinar a intensidade da fluorescéncia de raios X, I; (fotons.s™), emitida  por

um elemento i, com concentragdo Wj, na amostra pode ser obtida como:

1—e—X-P0-D
I; = G-Ki-gi(Ei)Pi-;ﬁ (14)



74

Onde: p,. D é a densidade superficial de massa da amostra, medida em g /cm?;

% = W, € a concentragdo do elemento i na amostra, medida em pg/g ou em g/kg,
0

Logo podemos reescrever a equagao (14) como:

1-e~X-Po.D

[=G.eKW.——— (15)

O produto que envolve os pardmetros fundamentais Kj, a geometria do arranjo
experimental G e a eficiéncia da deteccdo &i(E;) representam a sensibilidade do

espectrometro de raios X para o elemento i na amostra, sendo representado por S;.

Si = G.Ki.si(Ei) (16)

Fazendo a substitui¢cdo na equagdo (15), temos:

I, = S, w; e (17)

Xi

Na equacdo (17) pode-se observar que a concentragdo W de um elemento i em uma
amostra, pode ser efetuada através da medida da intensidade da radiagdo fluorescente,
da sensibilidade do sistema S; e da absor¢do da radiacdo incidente com energia E, e da

energia da radiagao de fluorescéncia de raios X, Ei, emitida pelo elemento 1.

1. Amostras com absorc¢ao total muito grande

Quando a absorcao da radiacdo ¢ muito grande, o termo )(i(EO,E l-). pum-D na equagio

(17) tende para valores muito altos, assim, temos:

. 1
llmxi(EO’Ei).pM.D—)OO A(EO,EI-) = m (18)
Nesse caso, temos:
Si-Wi (19)

i  xi(EoEi)
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No caso de amostras finas a absor¢do total na amostra ¢ muito pequena, o termo

e~ i(EoEi)PuD)  da equagdo (17) pode ser expandido por uma série de poténcia.

Chamando de u o expoente da base:

u= Xi(Eo,Ei)-PM-D

uZ n
et=1-u+———+—
20 3 ml

Assim, temos:

D)2 BN
e(=XipiD) — 1 — xi.pi D + (Xi-pi-D) 4o 4 (xi-pi-D)

2! a n!

(20)

(21)

Usando apenas o primeiro termo da expansdo da série e substituindo na equagao

19, temos:

Ii = Si' Wi-Pi- D

(20)

A equacdo 20 mostra que em “amostras finas”, onde a absorcdo da radiacdo é
b

muito pequena, a intensidade da radiacdo de XRF para um elemento i presente na

amostra analisada depende apenas da Sensibilidade do sistema de XRF (Sj), a

concentracdo elementar (Wi) e da densidade superficial de massa do elemento 1 na

amostra (piD).
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Keywomds: Neuroblastoma (NB] is a malignancy of the sympathetic nervous sysiem that almost exchisively ocours during

Micro X-ray flnorescence infancy and early childhood. NB is responsible for 8=10% of all childhood cancers. More than 50% of the

Trace sements diagnosed cases have metastatic disease at the time of diagnosis. Trace element are extremely important in

HewanlaTam, GansE bislogical proceses, including reactions involving metabolic enzymes and gene expresion. Micro Nemy fuar
escence (WRF) is an important tool since it & a non-destructive technique ke the analysis of sample compo-
sition Elementa] distributions in spheraids of human neuroblastoma csll wens inves tigated using a commercial
WXBF system, which deteced seven elements P, 5, (1 K Ca, Fe and Zn Mapping by pXRF was performed to
investigate the spatial distribution of all detected slements. Results of pRF revealed a2 nonauniform distibution
af el 15 inall the sphemids analyoed. The results of this work can serve as a baseline for studies imvestigating
the rale of trace elements in NE.

1. Introduction condidons. Indeed, the approach provides informaton abowt the

Neuroblastoma s an embryonal tumor of the autonomic nervous
aystem, meaning that the cell of orlgin is thought to be a developlng and
Incompletely committed precursor cell derived from neural-crest tssues
(Hoehner et al, 1996). Like most human cancers, this embryonal ma-
lgnancy can be inherited, but the genetic etiology of familial and
spomdically occurring neurcblastoma are largely unknown (Mossé
et al., 2008). The tumors arise in tssues of the sympathetic nervous
aystem, typleally in the adrenal medulls or paraspinal ganglia, and thus
can present as mass leslons in the neck, chest, abdomen, or pelds
(Mariz 2010).

According to London et al. (2005), neuroblastomas generally ocour
In very young children with the median age at diagnosk being 17
manths Unfortunately, more than 50% of disgnosed cases end up de-
veloping metastate disease even with prior diagnosk during fetal
growth or in the first years of life

According to Donglal et al. (2017), cancer 3D cell culture is ex-
tengdvely explored becawse it mimies physiological and pathological

* Comrespanding authar.

structure and metastatic behavior of umors in vive. Sphemids (3D Cell
culume) are tridimensional aggregates of tumaor cells orlginating from
elther one or several cell clones Moreover, ths model mimics the
structure of micm-tumors and some of thelr properties, such as radia-
ton responses of spherald populations, individeal responses and the
resporses of different cell populations composdng each spherold
(Dubessy et al., 2000).

The present study almed to investigate the elemental compostion of
neuroblastoma (MB) culture cells. Trace elements play fundamental
roles in cellular processes, induding gene expresdon and reactions in-
valving metabolic enzymes, and are present in trace amounts In or-
ganlsms (Paulsen e al., 2014).

Amalyses were carrled out wsing Xray Fluorescence (UXHF), a
widely wsed and fully developed instrumental analytical method. The
method 15 important for analyzing biologieal samples becawse it s a
non-destructive method for analyzing all elements with an atomic
number greater than 13 (or even less in a vacuum), at a wide mnge of
concentrations (Van Grieken and Markowlez, 1992). Moreover, Itis a
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