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Neste artigo, as potencialidades

da utilizacao de feixes de ides para
estudos biomédicos serao ilustradas
com varios exemplos nas areas

de Toxicologia e Saude Ambiental,
Fisiologia e Patologias Humanas.

As técnicas com feixes de ides
permitem a analise de quantidades
vestigiais de elementos nos tecidos
biolégicos e o seu mapeamento a
escala micrométrica. Estas técnicas
tém sido exploradas no ITN,

desde ha 30 anos, acompanhando
activamente o progresso cientifico
neste dominio.

Introducéao

Feixes de ides, normalmente protdes de milhares de
electrao-Volt (MeV), produzidos em aceleradores de
peguenas dimensodes (2-10 m), encontram aplica-
¢ao em multiplas areas das Ciéncias Bioldgicas e
Médicas no estudo de fluidos bioldgicos, tecidos e
células.

Apesar de os aceleradores de particulas serem uti-
lizados desde a década de 30, o grande salto qua-
litativo na aplicagao das técnicas de feixes de ides
remonta aos anos 70, quando Sven Johansson, da
Universidade de Lund, na Suécia, demonstrou que a
interaccao de particulas aceleradas com os ato-
mos presentes numa amostra induzia a produgao
de raios X permitindo a deteccao dos elementos
presentes nessa amostra mesmo em quantidades
diminutas, da ordem de 10° g.

A técnica foi designada por PIXE (do inglés, Particle Indu-
ced X-ray Emission) e & desde entao referéncia na andlise
elementar em amostras bioldgicas. Na década seguinte,
primeiro John Cookson em Harwell e depois Geoff Grime

e Frank Watt, na Universidade de Oxford, desenvolveram
sistemas de lentes electrostaticas e electromagnéticas
capazes de focar um feixe de ides a dimensdes proximas
de 1 um de didmetro. O varrimento da amostra com estes
feixes de ides e a utilizacao de varios sistemas de deteccao
(raios X, disperséao de ides e electroes secundarios), possi-
bilita a geragéo de imagens da morfologia da amostra e de
mapas de distribuicéo de elementos quimicos com elevada
resolucao espacial € em tempo real. Este arranjo experimen-
tal € usualmente designado por Microssonda Nuclear ou
Microscopia Nuclear.

A tipica combinacao de técnicas destes sistemas inclui a
analise elementar com PIXE e RBS (do inglés, Rutherford
Backscattering Spectrometry) e a andlise morfolégica utili-
zando técnicas de STIM (do inglés, Scanning Transmission
lon Microscopy) e de deteccao de electrdes secundarios.
Estas técnicas espectrométricas baseiam-se em princi-

pios de Fisica Atémica. No caso do PIXE e da emissao de
electrbes secundarios, a emissao de raios X ou electroes
resulta de excitacdo atoémica induzida pelo feixe de particu-
las aceleradas. No caso do RBS e STIM, a perda de energia
da particula incidente ao ser retrodispersa ou ao atravessar
a amostra da informacao sobre a composicao, espessura e
densidade. O mapeamento permite obter imagens de den-
sidade com resolugao msub-micrométricas, obter imagens
de distribuicao elementar com limites de deteccéo na ordem
dos mg/kg, e estabelecer perfis de concentragoes.

Estas técnicas tém vindo a ser desenvolvidas nos Acelera-
dores Van de Graaff e Tandem do Instituto Tecnolégico e
Nuclear (Figura 1) ha cerca de trés décadas, e utilizadas em
estudos Bioldgicos e Biomédicos, nas areas da Toxicologia
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Fig. 1 - Pormenor do acelerador Tandem de 2.5 MeV do ITN.

e Saude Ambiental, Cardiologia e Dermatologia. Algumas
destas aplicacdes serao seguidamente apresentadas de
modo a ilustrar o valioso contributo das técnicas de feixes
de ides na investigacéo bioldgica e biomédica.

Toxicologia ambiental

Os organismos vivos podem ser utilizados como indicadores
de poluicdo ambiental, metalica e orgéanica, fornecendo in-
formacéo relevante sobre o risco de exposicao a esses po-
luentes e sobre a qualidade dos ecossistemas. De um modo
geral, a exposicao prolongada a poluentes resulta na sua
acumulagéo em tecidos e 6rgaos. A toxicidade dos metais
esta relacionada com a sua capacidade de gerarem radicais
de oxigénio, que por sua vez oxidam as cadeias lipidicas e
proteicas alterando as suas fungdes, por vezes de um modo
irreversivel. As células possuem, no entanto, mecanismos
bioguimicos antioxidantes, que incluem enzimas como a
superoxido dismutase (SOD) e a glutationo S transferase
(GST). Estudar a relacao entre a acumulacao de metais nos
6rgaos e a actividade destes sistemas antioxidantes pode
ajudar a compreender os efeitos de poluentes metalicos e

0 risco ambiental que representam para 0s sistemas vivos.
Esta estratégia foi utilizada para estudar a contaminagéo de
ecossistemas terrestres e marinhos em Portugal, utilizando-
se a técnica de PIXE para a determinagéo das concentra-
¢des elementares nas amostras bioldgicas e ambientais a
par com métodos biogquimicos para avaliagao da resposta
bioldgica.

Os efeitos toxicos resultantes da extracgéo de minério de
cobre foram avaliados numa espécie de peixe de agua doce
(Leuciscus alburnoides complex). Estudou-se a bio-acumu-
lacdo de elementos no figado, comparando populagdes de
areas contaminadas e ndo contaminadas, na mesma regiao
geografica e climatica. Observaram-se niveis muito elevados
de cobre e selénio no figado dos peixes da area contami-
nada e um aumento moderado da actividade das enzimas
SOD e GST, quando comparados com a populacao oriun-
da da zona de referéncia (Figura 2), o que indica uma boa
adaptacao metabdlica da espécie as condicoes ambientais
adversas.

A disponibilidade ambiental de chumbo em trés regides
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Fig. 2 - Concentragdes de Cu e Se e actividade da enzima GST
nas populacdes de L. alburnoides capturadas na area poluida
(Mina) e numa regido ndo poluida de referéncia. Valores signifi-
cativamente diferentes, p<0.05.

da costa Portuguesa —Viana do Castelo, Cascais e
Santa Luzia — foi estimada utilizando o polvo (Octo-
pus vulgaris) como bioindicador, por ser um animal
béntico na base da cadeia alimentar, ubiquo em
multiplos habitats e com valor edivel. No musculo,

a Unica parte edivel deste animal, o teor de Pb foi
inferior a 1 mg/kg (valor limite regulamentado), mas
bastante relevante em érgaos com fungdes metabod-

Santa Luzia
6.1+1.4 mglkg

Cascais
8.941.3 mg/kg

Viana do Castelo
4.0+1.1 mglkg

Fig. 3 - Concentra¢do média de Pb nos 6rgaos de excrecao (co-
racdo branquial e glandula digestiva) em trés regides da costa
Portuguesa. Em Cascais a acumulacdo de Pb foi significativa-
mente maior (p<0.05).

licas e de excrecao (Figura 3), reflectindo o enrique-
cimento em Pb dos sedimentos marinhos. A concha
vestigial, estrutura mineralizada que se desenvolve
ao longo da vida do animal por crescimento de
anéis concéntricos, apresentou uma deposicao dife-
renciada de P, Cl, Ca, Cu e Fe: o nucleo, correspon-
dente a fase juvenil, com teores mais elevados de

P e Ca; 0s anéis exteriores correspondentes a fase
adulta, com concentracdes decrescentes destes
elementos e um aumento progressivo de Cl (Figura
4). Nos anéis exteriores observaram-se ainda inclu-
sbes de Cu e Fe. Estas variacoes poderao reflectir
factores ambientais e fisioldgicos que influenciam o

ciclo de vida desta espécie.

Saude ambiental

Estudos realizados nas Ultimas décadas tém cha-

mado a atencéo para a relacao entre o particulado
em suspensao na atmosfera e 0 aumento de mor-

Actividade (U/g)



Fig. 4 - Imagens da morfologia de uma seccao da concha vestigial de O. vulgaris
observada por microscopia optica (a) e por microssonda nuclear (b). A estrutura
é formada por anéis concéntricos : 1) fase juvenil correspondente ao nticleo com
um numero reduzido de anéis (evidenciados pelas linhas desenhadas a branco)
e 2) fase adulta correspondente a multiplos anéis de crescimento exteriores. As

de didmetro na mucosa do epitélio da traqueia,
aglomerados de particulas de dimensoes inferio-
res nos alvéolos pulmonares e internalizados em
macroéfagos (Figura 5). Na traqueia a maior parte
das particulas eram constituidas por Al, Si, Ca,
Ti e Fe, elementos associados a composicao da
crosta terrestre (Figura 5A). Nas regides distais
do sistema respiratério, quer na superficie do
epitélio brébnquico e cavidades alveolares, quer
nos tecidos adjacentes e células macrofagicas,
observaram-se aglomerados com composicao
elementar diversa, e.g., V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn,
Pb, na maior parte elementos com toxicidade
reconhecida (Figuras 5B e C).

A informagéo obtida com as técnicas de micros-
copia nuclear é assim extremamente valiosa,
por indicar simultaneamente, a dimensao das
particulas, locais de deposicéo, composicao ele-
mentar, mobilidade para os tecidos adjacentes e

imagens de Cl e Ca evidenciam o gradiente ao longo das fases de crescimento (azul ~ mecanismos de remogao, Como por exemplo

- concentracao minima; vermelho - concentracdao maxima). Areas de varrimento de

530x530 pm2.

bilidade e mortalidade nas popula¢des expostas. A
toxicidade das particulas inaladas esta dependente
do tamanho e da composicao quimica, factores
que poderéao influir na sua penetracao, deposicao e
interaccao com as células dos tecidos respiratorios.
A partir de secgdes com 10 pm de espessura de
tecidos respiratérios humanos obtidos post mor-
tem, obtiveram-se mapas de distribuicéo elementar.
|dentificaram-se particulas isoladas de 2 a 10 um

Fig. 5 (a) - Distribuicdo de Si e Ca (teores representados por um
gradiente de cores) evidenciando particulas individualizadas na
mucosa do epitélio da traqueia humana (area delimitada pelas
linhas a tracejado); (b) células macrofagicas na parede brénqui-
ca (setas) visiveis no mapa de distribuicao de Ca; a esquerda
ampliacdo de uma das células com inclusdes de Fe, mapa de
distribuicdao a vermelho) e Cr (preto), sobrepostos ao mapa de
Ca; (c) mapas de Si e Ti evidenciando aglomerados de particulas
nas paredes das cavidades alveolares (a).

através da sua internalizacao nos macréfagos.

Biomarcadores de doencas humanas

A patogénese da doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) nao se encontra ainda completamente esclarecida,
nem existem até hoje marcadores sistémicos para esta pa-
tologia. A DPOC é responsavel por cerca de 5% da morbi-
lidade em Portugal, causando inflamagéo das vias aéreas e
disfuncao pulmonar progressiva.

Foram estudadas as variacdes de um conjunto de indicado-
res de lesdo oxidativa e resposta anti-oxidante (pardmetros
bioquimicos e elementos quimicos) na circulagéo sanguinea
de doentes e de individuos saudaveis. Registou-se um au-
mento da concentracdo de carbonilos proteicos e tidis totais
(que sé&o indicadores de danos oxidativos de proteinas) e
uma diminuic&o da actividade de enzimas antioxidantes
como o glutationo peroxidase, nos doentes. As concen-
tracdes de Se no plasma também se encontravam redu-
zidas relativamente ao grupo controlo, especialmente nos
individuos com niveis muito baixos de pressao de oxigénio
arterial (Figura 6). Estas variagdes nao eram influenciadas
por habitos de vida, como por exemplo habitos tabagicos.
Deste modo, as alteracbes observadas reflectem os da-
nos induzidos por processos oxidativos e a alteracdo da
homeostase electrolitica, podendo ser interpretadas como
marcadoras da DPOC.

Permeabilidade da pele a nanoparticulas
Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento significativo
da exposicao das populacdes humanas a nanoparticulas
(NPs) sintéticas. Estudos de difuséo destas NPs na pele

S&0 essenciais para avaliar os riscos para a salde e estimar
niveis de seguranca para a sua utilizacédo. Um dos exemplos
é a utilizagdo de NPs de TiO, e ZnO como agentes fisicos
que dispersam ou reflectem a radiacao ultravioleta em cre-
mes protectores solares. Para determinar a localizacao e a
eventual penetragao de NPs de TiO, e ZnO nas formulagtes
cosméticas, em condicdes in vivo e que reflectissem a habi-
tual utilizacéo dos cremes, delinearam-se protocolos clinicos

WWW.GAZETADEFISICA.SPF.P



g 16 0.12
° .
E 14 0.10 7 o
@ 1.2 p < 0.05
s = 008 p = 0.06
@ 1.07 =) o
< E 0.06 |
o 0.8 ]
0 0 ;
9 0.6 0.04
.g 4
3]
9 o2 0.00
Pa0O, = 70 mmHg Pa0, <70 mmHg PaO, = 70 mmHg Pa0, < 70 mmHg

Fig. 6 - Concentracdo de carbonilos proteicos e de Se no plasma de doentes em funcao de duas classes de pressdo de oxigénio arterial (PaO2). Os
graficos representam medianas (linha diviséria da caixa), interquartil de 25% e 75% (caixa) e os limites minimos e maximos (barras verticais). Os
valores extremos estdo representados por um circulo. As diferencas significativas estdo indicadas no grafico.

especificos tendo em conta a quantidade, o modo de apli- primeira camada de células viaveis da epiderme, o
cacgao corrente, e recorreu-se a microssonda nuclear para stratum granulosum. A profundidade de penetracdo
andlise morfolégica e determinacao dos perfis de concentra- foi estimada tendo como limite minimo de concen-
¢ao de Ti e Zn na pele normal. As amostras de pele foram tracdo o valor médio dos niveis fisiolégicos de Zn
recolhidas por biopsia (3 mm), congeladas imediatamente na epiderme (3.0 umol.g™) e o valor do limite de

a -198 °C e seccionadas em micrétomo de congelacao. deteccéo no caso do Ti (<0.3 umol.g™), dado nao
Imagens de alta resolucao da morfologia da pele obtidas se conhecer nenhuma funcao fisioldgica para este

elemento no organismo. Este estudo
permitiu avaliar pela primeira vez em
condi¢des proximas do in vivo, 0s
perfis de penetragao de NPs de TiO,
e ZNO na pele humana e confirmar
que a sua utilizacdo em formulacoes
topicas nao apresenta riscos para a
saude humana.

Perspectivas futuras

A utilizacao de microscopia nuclear
representa actualmente uma mais valia
significativa em estudos biomédicos
por permitir a analise in vivo de tecidos

10 E .
Do T : % e células, sem recorrer a contrastes ou
requerer preparacéo da amostra por
Fig. 7 - Corte transversal de pele tratada com um creme solar com nanoparticulas de TiO2. A- processos qufmicos, métodos que de

Imagem da distribuicdo de densidade obtida com STIM de alta resolucao, onde se pode obser- I
var a camada externa, stratum corneum (sc) - regiao de maior densidade (preto), e as camadas um modo geral, .mo.dlﬂcam a estrutyra
inferiores de células (queratinécitos) da epiderme. B - mapa de distribuicio de Ti sobreposto a € alteram a dISTI’IbUIQaO de metaboli-

imagem de densidade, representado por um gradiente de cores (azul - minimo, vermelho - ma- tos. Desenvolvimentos tecnolégicos
ximo). A penetracao de nanoparticulas (Ti02) na camada cérnea ndo chega a atingir a epiderme. o . .
€ instrumentais recentes permitem a

utilizacéo de novas técnicas, como por

com STIM e da distribuicao elementar com PIXE e RBS exemplo a fluorescéncia induzida pelos electrdes
permitiram determinar os perfis de concentracao de Ti e Zn secundarios (produzidos pela interacgéo do feixe de
na pele e a profundidade de penetracao das NPs (Figura 7). particulas com os atomos) e obter resolucdes infe-
Verificou-se que a penetracao de Ti n&o ultrapassou 78% riores a 100 nm. As imagens de fluorescéncia, quer
da extensao total da camada cornea (estratos queratiniza- sejam por emiss&o natural ou induzida, possibilitam
dos da epiderme), enquanto que o Zn nao excedeu 88%, a identificacdo de células, tecidos, fluoréforos, NPs,
mesmo para exposicoes superiores a 72 horas. Em ambos etc, com resolucdes cerca de 10 vezes superiores
0s casos nao chegou a haver contacto das NPs com a & microscopia convencional. Estas imagens podem
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ser combinadas com as de PIXE (distribuicao ele-
mentar) ou de STIM (morfologia), 0 que abre imen-
sas possibilidades em estudos de fisiologia celular e
transporte membranar.
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