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“Saiba que as moléculas que compdem o seu
corpo sdo formadas por a&tomos que remontam
aos caldeirbes que um dia foram os nucleos de
estrelas massivas que explodiram sua matéria
quimicamente enriquecida nas nuvens gasosas
primitivas que carregavam a quimica da vida.
Desta forma, estamos todos conectados —
biologicamente uns aos outros, quimicamente a

Terra e atomicamente ao restante do universo.”

(Neil deGrasse Tyson)



RESUMO

D!ETERMINAQAO DE OLIGOELEMENTOS E ELEMENTOS POTENCIALMENTE
TOXICOS NO SANGUE DE PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA

AUTORA: Cristiane Pappis
ORIENTADOR: Valderi Luiz Dressler

A leucemia linfocitica aguda (LLA) é um tipo de cancer que acomete a medula 6ssea, alterando
0 processo hematopoiético, devido a uma mutacdo genética que ocorre nas células tronco de
origem linfoide. Desta forma, sdo gerados linfoblastos imaturos, que ndo possuem funcgéo
sanguinea e se acumulam na medula 6ssea. Esse tipo de cancer ocorre principalmente em
criancas, as quais representam a maioria dos casos desta doencga. Atualmente a quimioterapia é
o tratamento mais utilizado para remissdo da doenca, ja que gera uma taxa de sobrevida de
aproximadamente 80%. Contudo, o tratamento pode acabar destruindo células normais e
saudaveis, como enzimas e proteinas importantes no nosso organismo, as quais geralmente
possuem ou necessitem de oligoelementos para que assim exercam adequadamente suas
funcbes. Desta forma, este trabalho buscou investigar a variacdo de oligoelementos no sangue
de pacientes com LLA para verificar como a quimioterapia pode afetar a disponibilidade de
alguns elementos essenciais. Além disso, também existem elementos potencialmente toxicos
que ja foram relacionados a ocorréncia de diversos tipos de canceres. Sabendo disso, também
buscou-se determinar elementos nocivos a saude, como forma de investigar possiveis relacées
entre eles e a ocorréncia da LLA. Para tanto, foram realizados estudos de preparo da amostra
com solubilizacdo em meio alcalino, com o uso de hidréxido de tetrametilaménio (TMAH),
além de decomposicdo em meio acido. A determinacdo elementar foi feita pelas técnicas de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de
emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Por meio de testes
estatisticos foi possivel verificar que no grupo de pacientes estudados ndo houveram diferencas
significativas na média dos oligoelementos ao longo da quimioterapia, exceto para o ferro que
teve um aumento consideravel. Esse aumento pode estar associado as transfusdes sanguineas
que sdo realizadas nos pacientes e que podem acabar gerando uma sobrecarga de ferro no
organismo. Fatores como alimentagdo, condi¢cdes ambientais caracteristicas da regido onde o
paciente reside, as transfusdes sanguineas e a LLA parecem ndo estar relacionados aos demais
oligoelementos, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas ao longo do
tratamento contra a LLA. Da mesma forma, os elementos ndo essenciais determinados também
ndo tiveram diferencas significavas, indicando que os pacientes ndo estavam expostos a
presencas elevadas destes elementos durante o periodo de estudo. Consequentemente, ndo
foram observadas evidéncias que correlacionem a LLA com estes elementos nocivos. Para a
solubilizacdo da amostra com TMAH, pode ser verificado que é um método mais rapido, que
necessita de baixos volumes de reagente e requerer equipamentos simples. Contudo, ele néo foi
eficiente para a solubilizacdo de amostras de sangue, visto que a solucéo final ficou com aspecto
turvo e com presenca de material suspenso, sendo um fator que impossibilitou a introducéo da
solucdo no ICP-MS. Portanto, a decomposi¢do com &cido foi adotada para o preparo das
amostras, onde, através de testes de adicdo e recuperacdo dos analitos, foi verificada
recuperacgao quantitativa dos mesmos.

Palavras chave: Leucemia linfocitica aguda. Sangue. Oligoelementos.



ABSTRACT

DETERMINATION OF TRACE ELEMENTS AND POTENTIALLY TOXIC
ELEMENTS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH ACUTE LYMPHOCYTIC
LEUKEMIA

AUTHOR: Cristiane Pappis
ADVISOR: Valderi Luiz Dressler

Acute lymphocytic leukemia (ALL) is a type of cancer that affects the bone marrow, changing
the hematopoietic process due to a genetic mutation that affects the stem cells of lymphoid
origin. So, immature lymphoblasts are generated, which have no blood function and accumulate
in the bone marrow. This type of cancer occurs mainly in children, who represent the majority
of cases of this disease. Currently, chemotherapy is the most used treatment for the remission
of the disease since it generates a survival of approximately 80%. However, treatment can end
up destroying normal and healthy cells, such as enzymes and important proteins in the body,
which usually have or require trace elements to properly perform their functions. Therefore,
this study aimed to investigate the variation of trace elements in the blood of patients with ALL
to verify how chemotherapy can affect the availability of some essential elements. Furthermore,
there are also potentially toxic elements that have already been related to the occurrence of
various types of cancers. Knowing this, we also sought to determine elements harmful to health
in order to investigate possible relationships between them and the occurrence of ALL. For this
purpose, sample preparation tests were performed with solubilization in alkaline medium, by
using tetramethylammonium hydroxide (TMAH) and decomposition in an acid medium.
Element concentration was performed by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS) and inductively coupled atomic emission spectrometry (ICP OES) techniques. By means
of statistic tests, it was possible to verify that no significant differences in the mean
concentration of trace elements were observed in patients submitted to chemotherapy, except
for iron (Fe), which increased. The increase of Fe concentration may be associated with blood
transfusions that patients were submitted and that can cause Fe overload in the body. It seems
that blood transfusions, factors such as feeding and environmental characteristic of the region
where the patient resides and LLA have no influences on the trace elements investigated, since
no significant differences throughout treatment against ALL were observed. Similarly, the non-
essential elements determined also had no significant differences, indicating that patients were
not exposed to high levels of these elements during the study period. Consequently, no evidence
was observed that correlates ALL with these harmful elements. In relation of sample
preparation, treatment with TMAH allows a faster method and requires low volumes of reagent
and simple equipment. However, it was not efficient for the solubilization of blood samples
since the final solution was cloudy, with presence of solid material, making analysis by ICP-
MS or ICP OES impossible. Therefore, acid decomposition was used for sample preparation,
where quantitative analyte recovery was achieved through addition and recovery tests.

Keywords: Acute lymphocytic leukemia. Blood. Trace elements.
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1 INTRODUCAO

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) € uma neoplasia que acomete a medula 6ssea,
mais especificamente o processo hematopoiético, durante o desenvolvimento de células
linfoides, afetando os linfocitos B e T, gerando consequentemente complicacGes no sistema
imunologico (Associacdo Brasileira de Linfoma e Leucemia, 2020). Essa doenca se desenvolve
em criancas, adolescentes e adultos, contudo ela acomete principalmente criancas entre 2 a 5
anos de idade, podendo ser fatal quando diagnosticada em fase tardia (HUNGER;
MULLIGHAN, 2015).

Atualmente o tratamento mais utilizado para a remissdo da LLA é a quimioterapia,
devido a estd gerar uma taxa de sobrevida de aproximadamente 80%. Nesse sentido, sdo
administrados um coquetel de quimioterapicos com a finalidade de causar a destruicdo das
celulas cancerigenas. Contudo, células e moléculas saudaveis e essenciais para 0 organismo,
também podem acabar sendo danificadas devido aos efeitos dos medicamentos administrados.
Além disso, 0s pacientes podem apresentar uma reducdo na concentracdo de oligoelementos,
como zinco, cobre, manganés, magnésio, cromo, ferro e outros que possuem papeis
fundamentais no metabolismo enzimaético e producdo de proteinas.

Desta forma, o monitoramento da variagdo de oligoelementos ao longo da quimioterapia
no sangue de pacientes com LLA é fundamental para a verificacdo do aumento ou deficiéncia
desses elementos no organismo.

Para a determinacdo de elementos traco (na ordem de ng L™ a ug L) em amostras
bioldgicas sdo geralmente realizados preparos de amostra por decomposicéo por via imida em
meio &cido com aquecimento por radiacdo microondas, além de solubilizagdo em meio alcalino.
Além do mais, técnicas instrumentais como a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de atbmica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) sé@o amplamente utilizadas para a quantificacdo de elementos traco, na
ordem de ng L%, para o ICP-MS e de pug L"*amg L™ para o ICP OES.

Nesse sentido, este trabalho buscou investigar possiveis variagdes nas concentragdes de
oligoelementos no sangue de pacientes com LLA, ao longo do tratamento com quimioterapia.
Também foram avaliadas eventuais correlacdes entre a presenca de elementos potencialmente
toxicos com o desenvolvimento da LLA. Além do mais, foi estudado o uso do hidroxido de
tetrametilamoénio (TMAH) para a solubilizacdo de sangue. Para tanto, foram utilizados métodos
de preparo de amostra por solubilizagdo em meio alcalino e decomposicdo em meio &cido, além
de determinacéo pelas técnicas de ICP-MS e ICP OES.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA

No organismo humano, a medula 6ssea é a responsavel por produzir as células
sanguineas maduras, atraveés do processo de hematopoese. Quando nascemos todos 0s 0SS0s
possuem medula déssea ativa, porém na idade adulta apenas os 0ssos das vertebras, quadris,
ombros, costelas, esterno e crénio continuam com medula dssea ativa. Por meio dela séo
produzidas as células tronco hematopoéticas (indiferenciadas) e que por sua vez sao
transformadas em células sanguineas especificas pelo processo de diferenciacdo (Associacao
Brasileira de Linfoma e Leucemia, 2020).

A diferenciacdo celular passa inicialmente por uma etapa de progenitores
hematopoéticos responsaveis pelas linhagens mieloideis e linfoides, assim as células
progenitoras linfoides sofrerdo diferenciacéo até se transformarem em linfdcitos. Os linfocitos
também conhecidos como glébulos brancos, sdo divididos em duas classes, os linfocitos B e 0s
linfécitos T. Essas células quando maduras, sdo as responsaveis pela defesa do organismo,
atuando e protegendo o corpo contra patdégenos, bactérias, virus, parasitas e até células tumorais
(RODRIGUES; SANTOS; AMORIN, 2019).

A patogénese da LLA, envolve a proliferacdo e acumulo de leucdcitos (globulos
brancos) doentes na medula déssea, as quais acabam substituindo os leucdcitos normais e
saudaveis. Esse tipo de cancer tem seu inicio quando uma célula tronco linfoide imatura sofre
mutacao genética, gerando uma célula sem funcdo (linfoblasto). As alteragdes genéticas fazem
com que os linfoblastos crescam e se dividam rapida e continuamente, enquanto as células
normais acabam morrendo. Com isso, os linfoblastos acumulam-se na medula 0ssea,
suprimindo a producdo de células saudaveis. Desse modo ha um acumulo de linfoblastos e
poucas células sanguineas funcionais (Associacdo Brasileira de Linfoma e Leucemia, 2020;
SOUZA, 2020).

Conforme Alvarnas et al. (2015), a maioria dos quadros clinicos de LLA, apresentam
um acumulo de células linfoides malignas pouco diferenciadas, na medula dssea, sangue
periférico além de locais extramedulares. Desta forma, o diagndstico € estabelecido quando se
tem a presenca igual ou superior a 20% de linfoblastos na medula 6ssea ou no sangue periférico.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) os quatro principais tipos de leucemia

sdo a leucemia aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfocitica aguda
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(LLA) e leucemia linfocitica cronica (CLL). Sendo que no ano de 2020 foi estimado um
aumento de 5.920 casos de leucemias em homens e 4.890 casos de leucemias em mulheres.

A diferenca entre a leucemia aguda e a cronica se da pela velocidade de multiplicacdo
das células cancerosas. Na leucemia aguda, os linfoblastos se multiplicam de forma acelerada,
e 0 paciente possuiu um maior numero de células imaturas que ndo desempenham suas funcdes
corretamente. Contudo, na leucemia crénica, a multiplicacdo das células geneticamente
alteradas ocorre de forma mais lenta, e o0 doente possuiu um maior nimero de células saudaveis
que conseguem desempenhar alguma de suas funcdes adequadamente (Associacdo Brasileira
de Linfoma e Leucemia, 2020).

O principal grupo acometido pela LLA e que corresponde a 80% dos casos da doenca,
sdo criancas, especialmente na faixa etaria de 2 a 5 anos de idade. Para alguns autores, a alta
incidéncia de casos nesse grupo pode estar relacionado a maior susceptibilidade das criancas,
devido a estas estarem no processo de desenvolvimento fisico, nutricional e fisioldgico.
Contudo, ainda ndo existe uma origem especifica que justifique o aparecimento da LLA, j& que
diversos fatores podem estar associados ao surgimento dessa doenca, como as condicdes
genéticas e, sobretudo ambientais (SPECTOR et al., 2010; SOUZA, 2020).

Embora que a LLA ndo seja uma doenca hereditaria, diversos estudos indicam que ha
uma maior probabilidade do surgimento desta patologia em criangas que possuem algum tipo
de doenca congénitas, como a sindrome de Down, anemia de Fanconi e sindrome de Bloom
(BUITENKAMP et al., 2014; GERMAN., 1997; MICHELS et al., 2021; SHAH; JOHN;
SONDHI, 2013). Além disso, fatores ambientais como a exposicdo a radiacdes ionizantes,
pesticidas, determinados solventes, ou virus como Epstein-Barr e o virus da imunodeficiéncia
humana, acabam sendo agentes predisponentes a LLA (GERINIERE et al., 1994; SEHGAL et
al., 2010; SPECTOR et al., 2010). Além disso, a exposicdo pré-natal materna a radiacdes
ionizantes e agrotoxicos, também culmina na pré disposi¢do para o surgimento da LLA em
criancas (WANG et al., 2019).

A quimioterapia é o tratamento mais utilizado atualmente para combater a LLA, visto
que ele leva a aproximadamente 80% de remissdo em criangas com a patologia. Para tanto, o
tratamento é geralmente realizado em ciclos, que variam de duracdo, dependendo de quais
quimioterapicos sdo administrados. De maneira geral, existem trés principais fases de
tratamento que sdo mais comuns: indugdo, consolidacdo ou intensificagdo e manutencéo
(Associacdo Brasileira de Linfoma e Leucemia, 2020; KATO; MANABE, 2018; SITARESMI,
2008).
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A terapia de inducdo, consiste no uso de esteroides, vincristina e asparaginase com ou
sem antraciclina, com o objetivo de destruir o maximo de células cancerosas afim de chegar a
remissdo. O segundo ciclo, que é a terapia de consolidacdo ou intensificacdo, é aplicado
somente quando a LLA esta em remissdo, e tem por objetivo destruir todas as células de
leucemia remanescente no corpo. Nessa etapa sdo administradas maiores dosagens de
quimioterapicos, com duracdo de 4 a 6 meses, a depender de cada caso. Apos a consolidacéo,
alguns protocolos podem optar por fazer uma etapa de reinducdo, usando medicamentos
semelhantes a etapa de inducéo. Por fim, a terceira etapa do tratamento € a manutencéo, na qual
sdo administradas doses mais baixas dos medicamentos, a fim de prevenir a recidiva da
patologia. Os medicamentos sdo administrados por via oral e 0s pacientes tratados no ambiente
laboratorial. Em geral essa etapa do tratamento dura cerca de 2 anos para os adultos e de 2 a 3
anos para as criancas (Associacdo Brasileira de Linfoma e Leucemia, 2020).

Apesar do tratamento da LLA ser eficiente para a remissdo da maioria dos casos da
doenca, ele pode trazer prejuizos para o organismo dos pacientes. De acordo com Akhgarjand
et al. (2018), a quimioterapia pode afetar as funcdes bioldgicas e o estado nutricional dos
doentes, devido a reducdo de oligoelementos no corpo. Metais como zinco (Zn), cobre (Cu),
manganés (Mg), Magnésio magnésio (Mn), cromo (Cr) e ferro (Fe) desempenham papeis
fundamentais dentro do corpo humano, na expresséo génica, fun¢des imunes celulares, protecdo
contra radicais livres, além de sintese e estabilizacéo estrutural de proteinas e acidos nucleicos.

Sabe-se que uma grande variacdo na concentracdo dos metais presentes no organismo
humano pode acarretar em mortalidade por doencas cardiovasculares e cancer (DUAN et al.,
2020). Alteracdes nos niveis séricos de Zn e Cu ja foram encontrados em estudo realizado com
pacientes com LLA (AKHGARJAND et al., 2018).

2.2 OLIGOELEMENTOS

Cerca de 99% da massa do corpo humano é composta por elementos majoritarios, como
0 oxigénio (O), carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), fosforo (P) e célcio (Ca). Os
demais elementos, que correspondem a cerca de 0,6%, sdo chamados de oligoelementos por
estarem em concentragdes reduzidas. Dentro dessa classe podemos destacar o boro (B), cromo
(Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), flaor (F), iodo (1), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn),
molibdénio (Mo), niquel (Ni), enxofre (S), selénio (Se), estanho (Sn), vanadio (V) e zinco (Zn),
(CARVALHO et al., 2015). Os oligoelementos, mesmo que em quantidades muito baixas,

desempenham papéis fundamentais no organismo, como na manutencdo da integridade de
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varios processos fisioldgicos e metabdlicos, devido a estes atuarem como centros ativos em
enzimas ou como substéncias tracos bioativas (ZAZZO, 1993). Desta forma, quando o
organismo humano possuiu concentracdes a baixo do normal para esses elementos, diversos
problemas podem ocorrer, como anormalidades estruturais e fisiologicas (CARVALHO et al.,
2015).

O Cr é um oligoelemento importante devido ao seu papel no metabolismo da glicose,
servindo como cofator para a liberacdo da insulina. Esse elemento pode existir em diferentes
estados de oxidaco, como o Cr° Cr?*, Cr®* e Cr®". Entre eles o Cr®* ¢ o mais importante, pois
é um dos principais minerais no controle dos niveis de glicose no sangue e lipidios. O Cr3*
aumenta a eficacia da insulina e estimula a captacdo de glicose dos musculos e outros tecidos,
sendo o principal elemento do fator de tolerancia a glicose. Desta forma, quando o organismo
possui niveis de cromo sérico menor, o nivel circulante do fator de tolerancia a glicose também
é menor. Consequentemente a insulina acaba sendo menos eficaz na reducdo de agucar no
sangue, e devido ao nivel elevado de aglcar no sangue acaba sendo liberada insulina ineficaz.
Contudo, € dificil determinar o estado deficiente de cromo, o que se acredita é que niveis de
cromo inferiores a 0,14-0,15 ng mL™ no soro indica a deficiéncia de cromo no organismo
(BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016). Por outro lado, a espécie de Cr* ndo possuiu
valor nutricional e é toxico para o organismo humano, onde causa peroxidacdo lipidica,
aumento do estresse oxidativo, além de causar danos no DNA (CARVALHO et al., 2015).

O Cu é um elemento essencial que esta presente em quase todos os tecidos do corpo,
sendo que € o terceiro elemento mais abundante no organismo, variando de 75 a 100 mg. No
sangue o cobre é distribuido principalmente entre os eritrcitos e no plasma. Ele é o responsavel
pela mobilizacdo do ferro para a sintese da hemoglobina, estimula o sistema imunolégico,
aumentando o numero de células de defesa e prevenindo o aparecimento de doencas. Além
disso, o cobre se liga especificamente a algumas enzimas metabélicas fazendo com que elas
funcionem adequadamente, como a superoxido dismutase, aminoacido oxidase e dopamina f3-
hidroxilase ceruloplasmina. O cobre também é um componente da lisil oxidase, que participa
da sintese de colageno e elastina, sendo essencial também para manter a forca da pele, do
cabelo, dos vasos sanguineos, do tecido epitelial e conjuntivo em todo o organismo
(BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al., 2015).

O Zn ¢ o segundo oligoelemento mais abundante do organismo humano, visto que ha
de 2 a 4 gramas de Zn distribuidos por todo o corpo. O zinco possuiu inimeras funcdes
bioldgicas importantes e desempenha um papel fundamental em mais de 300 enzimas. Ele

auxilia na funcdo imunologica, na cicatrizacdo de feridas, sintese de proteinas, sintese do DNA
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e divisdo celular. Esta relacionado ao bom senso de paladar e olfato, além de ser importante
para o crescimento e desenvolvimento normal durante a gravidez, infancia e adolescéncia. No
plasma, 0 Zn se encontra ligado, principalmente, a albumina e transferrina. Como a transferrina
também transporta o Fe, 0 excesso de Fe pode acabar reduzindo a absor¢éo de Zn e vice-versa.
Da mesma forma, quando ha um excesso de Zn ele pode acabar diminuindo a absor¢do de Ca e
Mg e, inversamente, altos niveis de Ca e Mg na dieta podem acabar interferindo na absorcao de
Zn. No entanto a concentracdo de Zn no plasma permanece relativamente constante,
independente da sua ingestdo (BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO
et al., 2015).

O Fe é o oligoelemento essencial mais abundante no corpo, visto que a sua concentragao
esta na faixa de 3 a 5 gramas distribuidos em todo o organismo. Esse elemento desempenha um
importante papel no transporte de oxigénio no sangue, através da hemoglobina presente nos
glébulos vermelhos. Além disso, o Fe desempenha também uma funcéo essencial na produgéo
de energia como constituinte de varias enzimas incluido a catalase, peroxidase e citocromo, as
quais sdo responsaveis por varios ciclos metabolicos. Desta forma, a atividade de muitas
enzimas que necessitam do Fe para as suas atividades bioquimicas podem ser diminuidas se
houver deficiéncia de Fe nos tecidos. Nesse contexto temos a anemia por deficiéncia de Fe, a
qual é a manifestacdo mais comum de baixos niveis séricos desse oligoelemento. Muitas vezes
a baixa absorcdo de Fe no organismo pode estar associado quando hd uma maior ingestao de
Ca, devido ao Ca acabar inibindo a absorcdo de Fe, pois ambos possuem propriedades
semelhantes, como o mecanismo de transporte celular (BHATTACHARYA; MISRA;
HUSSAIN; 2016; CARVALHO et al., 2015).

O Co pode estar presente no corpo na forma organica, fazendo parte integrante da
vitamina B12, tendo um papel importante na formacao de aminoacidos e varias proteinas para
a geracao da bainha de mielina. O Co é essencial para o funcionamento normal de todas as
células, principalmente as da medula 6ssea. Além disso, ele também auxilia na geracdo de
neurotransmissores, necessarios para o correto funcionamento do organismo. Desta forma, em
situacdes de deficiéncia de Co, ndo ha formacdo de vitamina B12, o que acaba gerando uma
disfungéo no organismo (BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al.,
2015).

As formas inorganicas de Co sdo toxicas para 0 organismo por causarem danos as
células, visto que o excesso de ions de Co no corpo pode acabar aumentando a agéo de tiredide
e da medula dssea, resultando em uma alta producéo de eritrécitos, fibrose nos pulmdes e asma
(BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al., 2015).
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O Mg é considerado um possivel oligoelemento, ja que possuiu inumeras fungoes
fisioldgicas, ele auxilia no metabolismo de P, sodio (Na) e potéssio (K), além de ser importante
para a absorcdo de Ca e vitamina C. O Mg também atua convertendo a glicose do sangue em
energia, além de junto com o Ca, manter o bom funcionamento dos musculos. Além disso, ele
é fundamental no metabolismo e acdo da vitamina D. Quando h& uma deficiéncia de Mg no
organismo, pode haver fadiga, insdnia, depresséo, espasmos musculares, insuficiéncia cardiaca,
nauseas e vomitos. Por outro lado, 0 excesso de magnésio pode causar problemas como
fraqueza muscular, disturbios cardiacos, inibicdo da calcificacdo Ossea e hipotensao
(CARVALHO et al., 2015).

O Mn esta presente em uma série de enzimas além de ser indispensavel para a ativacao
de uma série de outras enzimas, como a glicosiltransferases, que ¢é essencial para a sintese de
poliglicanos necessarios para a formacdo de cartilagem e 0ssos. Contudo alguns elementos
como Fe, Ca, P e Mg podem acabar interferindo na absor¢do de Mn (CARVALHO et al., 2015).

O Mo é um oligoelemento presente em baixas quantidades no corpo, sendo encontrado
principalmente como componente da molibdoproteina. Participa da formacéo de sitios ativos
para varias enzimas. Todas as enzimas contendo Mo sdo oxidorredutases, nas quais o Mo pode
estar em diferentes estados de oxidacdo (BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016;
CARVALHO et al., 2015).

O Se é um oligoelemento vital que estd presente em enzimas antioxidantes e na
selenocisteina, que € incorporada em mais de 30 selenoproteinas. Entre as selenoproteinas
temos as glutationasperoxidases, que auxiliam contra o estresse oxidativo, as iodotironina
desiodases, as selenoproteinas de Pb, que sdo envolvidas na acdo antioxidante e funcdo de
transporte, e as tioredoxinas redutases, que estdo envolvidas na manutencdo do estado redox
intracelular (BHATTACHARYA; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al., 2015).

O Ni possuiu uma importante funcdo no corpo humano, atuando como um centro
catalitico em enzimas redox e ndo-redox. Além disso, evidencias indicam que o Ni influencia
na absorcdo e metabolismo do Fe, sendo um componente essencial do processo hematopoético
(CARVALHO et al., 2015).

O V é um oligoelemento que auxilia no controle e regulagdo da enzima adenosina
trifosfatase sodio-potassio (bomba de sddio-potassio). Ele também serve como biocatalisador
para a oxidacéo de substratos envolvidos no metabolismo do colesterol. Contudo, devido ao V
estar na corrente sanguinea ligado a transferrina, ele pode acabar interferindo no
armazenamento e metabolismo do Fe (FRIEDEN, 1985; CARVALHO et al., 2015).
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O Rb é considerado um possivel oligoelemento, devido a ter propriedades bioquimicas
semelhantes as do K. Este elemento possuiu baixa toxicidade no organismo humano, contudo
estudos referentes as suas atividades especificas em processos biologicos sdo bastante escassos
na literatura (LOMBECK et al., 1980).

A essencialidade do Sn esta ligada principalmente a evidencias de que ele auxilia no
crescimento e interage com a riboflavina (vitamina B2), a qual € uma importante vitamina que
favorece o metabolismo das gorduras e agucares (ARAS; ATMAN, 2007).

O Sr é um possivel elemento essencial que possuiu propriedade semelhantes a do Ca,
dessa forma, ele pode atuar imitando o comportamento do Ca. Por esse motivo, 0 Sr esta
presente principalmente nos 0ssos, e possuiu um impacto significativo no metabolismo 6sseo,
devido a capacidade de aumentar a mineralizagio de dentes e o0ssos (STANIC, 2019)

O Ca é o principal constituinte dos 0ssos e dentes, também esta envolvido em fungdes
musculares, como a contracdo e relaxacdo, além de auxiliar na coagulagdo sanguinea e pressao
arterial (ARAS; ATAMAN, 2007)

O K é um oligoelemento que atua facilitando muitas reacGes, como no caso da sintese
de proteinas, também na transmissao nervosa e contracdo dos musculos (ARAS; ATAMAN,
2007).

2.3 DETERMINACAO ELEMENTAR EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Atualmente a técnica de ICP-MS é comumente utilizada em diversos ramos da pesquisa
para a determinacdo elementar em baixas concentracdes, principalmente em matrizes bioldgicas
(AMMANN, 2007).

Devido a técnica de ICP-MS possuir uma fonte de ions de alta temperatura (préximo a
10.000 K) e gerar uma alta densidade de elétrons (aproximadamente 2x10*° elétrons cm®), o
plasma formado consegue fornecer energia suficiente para atomizar e ionizar total o
parcialmente a maioria dos elementos. Além disso, a ICP-MS permite uma analise
multielementar e, também, dos diferentes isdtopos que um mesmo elemento possuiu, onde sdo
gerados espectros simples dos elementos que possuem razao massa/carga (m/z) entre 5 a 250
(AMMANN, 2007).

Devido a ICP-MS ter uma alta sensibilidade € possivel obter limites de quantificacdo na
ordem de ng L™, possibilitando a sua utilizagio para a quantificagio de oligoelementos de forma
eficiente (AMMANN, 2007).
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Outra caracteristica importante da técnica é a possibilidade de diferentes formas de
introdugdo de amostra. Entre elas, a mais utilizada é a nebulizacdo pneumatica com solucéo
liquida. Desta forma, isto implica que a maioria das amostras necessitam serem digeridas ou
solubilizada para entdo ser introduzida no plasma. Além disso, pode ser empregado a geragédo
de vapor quimico (CVG), nebulizacdo ultrassénica, técnicas de introducdo de amostras sélidas,
como a ablacgdo a laser (LA) e a vaporizagdo eletrotérmica (ETV). Ademais, também podem
ser acoplados sistemas que permitem a separacdo de espécies moleculares, como técnicas de
cromatografia e eletroforese (BEAUCHEMIN, 2020).

Um fator importante durante as determinacfes elementares, principalmente quando se
utiliza a técnica de ICP-MS, é ter conhecimento sobre a composicdo da matriz da amostra, e
quais sdo as possiveis interferéncias que ela pode vir a causar na etapa de quantificacdo dos
analitos. De acordo com a literatura sabe-se que amostra bioldgicas podem ter um consideravel
teor de C, caso ndo sejam bem decompostas. Desta forma, o C acaba sendo um grande
interferente nas determinacgdes elementares, devido a formacao de moléculas poliatbmicas de
mesma m/z nominal de elementos de interesse. Como por exemplo 2*Mg (*2C"), ®°Cr
(“°Art?2C*), 3Cr (°Ar’0) (MAY; WIEDMEYES, 1998). Além disso, o C pode afetar a
intensidade do sinal de elementos como o Hg, Se e As devido ao C gerar um efeito de
transferéncia de carga, dessa forma ha um aumento da populacdo de atomos e ions no estado
excitado. Como o C possui um potencial de ionizagéo de aproximadamente 11,26 eV, ele acaba
aumentando a energia do plasma e favorecendo a ionizacdo de elementos com alto potencial de
ionizacdo. Contudo, elementos que possuem baixo potencial de ionizacdo como o Ba, Li, e Mo
podem ter seu sinal suprimido na presenca de altas concentra¢es de C (GRINDLAY, 2013).

Além do C, o sangue possui uma consideravel concentracdo de Na, estando na faixa de
123 a 140 mmol L%, o qual também pode se combinar com outros elementos e acabar gerando
espécies interferentes poliatbmicas, como no %Ni (®*Na®*CI*), ®Ni (®®*Na*K*), *Co
(SAr®Na*), %Cu (°Ar®®Na) (BUZANOVSKII, 2017; MAY; WIEDMEYES, 1998). Além
disso, devido ao Na ter um baixo potencial de ionizacao (5,14 eV), quando ele esta presente em
maior concentragdo na amostra ele acaba diminuindo a energia do plasma, dificultando assim,
a ionizacgéo de elementos com alto potencial de ionizacao.

Outra técnica utilizada para a analise elementar em amostras biologicas é a ICP OES.
Por ser uma técnica multielementar e que possuiu uma ampla faixa linear de trabalho, de ug L
lamg L?, ela é amplamente utilizada para a determinagio de mais de 70 elementos.

Nesse caso, também temos o plasma indutivamente acoplado que servird como fonte

para a atomizagdo e excitacdo dos elementos. O principio dessa técnica esta baseado na medida
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da radiacdo eletromagnética emitida por &tomos ou ions excitados por uma fonte de energia.
ApoGs essas espécies absorverem um quantum de energia, elas retornam ao seu estado
fundamental emitindo um féton, que € caracteristico daquele elemento. Desta forma, é possivel
fazer a quantificacdo de elementos que emitem radiacdo na faixa no UV-Vis entre
aproximadamente 120 e 800 nm (MANNING; GROW, 1997).

Na técnica de ICP OES também é possivel utilizar diferentes formas de introducéo de
amostra. Assim como na ICP-MS ¢é possivel utilizar nebulizadores pneumaticos, ultrassénicos,
geracdo de vapor quimico e introducdo de amostras sélidas, por ablacéo a laser ou vaporizagdo
eletrotérmica (GINE, 1998).

2.4 PREPARO DE AMOSTRA POR DECOMPOSICAO EM VIA UMIDA EM MEIO ACIDO
COM AQUECIMENTO POR RADIACAO MICROONDAS

Para determinagdo de oligoelementos em matrizes bioldgicas, a etapa de preparo de
amostra € extremamente importante e deve garantir a eliminacdo da fracdo organica e
solubilizacdo dos elementos de interesse (ARAS; ATAMAN, 2007). Nesse sentido, 0 método
de preparo de amostra por decomposicdo em meio acido com aquecimento por radiacdo
microondas (MW) é amplamente utilizado para a digestdo de matrizes organicas, por ser um
método eficiente, rapido e reprodutivel (MULLER et al., 2014).

Para a decomposicdo de matrizes organicas, sdo utilizados acidos oxidantes,
principalmente o &cido nitrico (HNOs), para que assim a fracdo orgénica seja totalmente
convertida em COz e H,O (MULLER et al., 2014).

O aquecimento por radiagdo MW pode ser feito tanto em sistemas abertos como em
sistemas fechados. Em geral, a utilizacdo de sistemas abertos permite o uso de maior massa de
amostra, porém a eficiéncia de decomposicdo se limita a temperatura de ebulicdo dos solventes.
Contudo, alguns trabalhos demostram que a utilizacéo de sistemas abertos, como os fornos de
microondas convencionais, sdo eficientes para a decomposicao de diferentes tipos de matriz,
como leite em po, farinha de arroz e plantas (GHOLAMI, et al., 2016; HUANG et al., 2004).

2.5 PREPARO DE AMOSTRA POR SOLUBILIZACAO EM MEIO ALCALINO
A utilizacdo de bases fortes, como o hidréxido de tetrametilaménio (TMAH), vem sendo

amplamente discutido na literatura como uma forma de preparo de amostra que promove a

solubilizacéo e extracdo elementar de amostras bioldgicas (BATISTA et al., 2009).
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O TMAH ¢é uma base orgénica forte, que possuiu pH entre 13,4 a 14,7, é derivada de
um sal de aménio quaternario, que é estavel a temperatura ambiente e solivel em agua ou
alcoois. Diversos autores relatam que o TMAH causa ciséo hidrolitica e metilagédo de ésteres,
amidas e éteres, além de promover a quebra de moléculas de dissulfeto em proteinas
(NOBREGA et al., 2006). Desta forma, ele ja foi utilizado para solubilizagio de diferentes
matrizes organicas para a determinagdo elementar, como pode ser observado na Tabela 1, a
qual fornece uma breve revisdo de diferentes trabalhos que utilizaram a solubilizacéo alcalina

com TMAH para a determinacdo elementar em matrizes biologicas.



Tabela 1 - Aplicacdes do hidréxido de tetrametilaménio para extracdo elementar em amostras bioldgicas.
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(continua)
Amostra analitos procedimentos técnicas observacoes referéncia
CRMs — mdasculo | Al, As, Ba, Cd, | Utilizou-se 75 mg de | ICP-MS | Oselementos Al, As, Ba, Cd, Co, | Batista et al. (2009)
bovinoeovoempd | Co, Cr, Cu, Fe, | amostra, a qual foi Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Pb, Sb, Se,
Mg, Mn, Mo, Pb, | solubilizada com 1 mL de Sr, V, e Zn apresentaram taxas de
Sb, Se, Sr, V, e | TMAH 50% (v/v). As recuperacdo > 85% nas
Zn amostras foram incubadas determinagbes por ICP-MS.
em temperatura ambiente Apenas o Cr teve recuperagoes
por 12 horas em um insatisfatorias, dessa forma foi
homogeneizador necessario utilizar a cela de
rotacional. A solucdo foi reacdo dindmica, empregando
aferida para 10 mL, Ho/Ar — 5/95% como gés de
utilizando uma solucdo colisdo. Além disso, para 0s
contendo HNOz 0,5% elementos Zn e Se foram
(v/v), Triton®-X — 100 adotadas equacg0es de correcao.
0,01% (v/v) e 10 pg L*
Rh.
Peixes e camardes Cd, Pb Utilizou-se 4,0 g de| GFAAS | O método mostrou-se adequado | Torres et al. (2016)

amostra, a qual foi liofiliza
e feita a adicdo de 4 mL de
agua deionizada e 4 mL de
TMAH 25 % (m/v) em
metanol. As amostras
foram deixadas em
repouso por 2 horas e
posteriormente foram
aferidas a 25 mL com agua
deionizada.

para a determinagdo de Cd e Pb
em peixes e camardes. As taxas
de recuperacdo situaram-se na
faixa de 84% a 99% para Cd e
entre 94% a 107% para Pb.
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Tabela 1 - Aplicacdes do hidroxido de tetrametilaménio para extracdo elementar em amostras bioldgicas.

(continuacdo)

Amostra analitos procedimentos técnicas observacoes referéncia
carne Fe, Mg, Mn, P e | Foi utilizado 1,0 g de | ICPOES |A solucdo da amostra | NUNES et al. (2013)
Zn amostra e adicionado apresentou coloragéo turva e
1,250 pL de TMAH presenca de material
25% (m/v). suspenso.  Contudo  foi
Posteriormente foi possivel fazer a quantificacdo
realizado um repouso de Fe, Mg, Mn, P e Zn, visto
durante 2 a 3 horas. que 0s percentuais de
Apo6s a solubilizagdo a recuperagéo variaram de 85%
solucdo foi aferida a 25 a 118%.
mL.
carne bovina Cu, Mo, Zn Foi utilizado 0,25 g de | FAAS, Os elementos Cu e Zn foram | IAQUINTA et al. (2020)
amostra juntamente com | ETAAS determinados por FAAS, e
5,0 mL de agua ultrapura para a determinacdo de Cu foi
e 1,5mL de TMAH 25% utilizada a técnica de ETAAS,
(v/v). Apos, foi realizado ja que era esperado que teor
aquecimento em banho de Mo nos tecidos biol6gicos
maria a 85 °C por 1 hora. fosse extremamente baixo.
Decorrido o tempo de
solubilizacdo a solucdo
da amostra foi
centrifugada e a solucéo
obtida foi usada para a
quantificacdo elementar.
camardo e caranguejo | Cr, Cu, Fe, K, | Foi utilizado 0,25 g de | MIPOES | O método proposto foi | LEMOS; CRUZ; DANTAS,
Mg, Mn e Zn amostra, seguido da eficiente e as recuperagOes | (2021)
adicdlo de 1 mL de obtidas foram adequadas,

TMAH 25% (m/v). Na
sequéncia as amostras

variando entre 91 a 106%.
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Tabela 1 - Aplicacdes do hidroxido de tetrametilaménio para extracdo elementar em amostras bioldgicas.

(continuacdo)

Amostra

analitos

procedimentos

técnicas

observacoes

referéncia

foram sonicadas em
banho de ultrassom por
30 min, e apés 1 mL de
HNOs 14 mol L foi
adicionado e levado aum
banho termostatico a 70
°C por 10 min a 250 rpm.
Apo6s o resfriamento as
solugdes das amostras
foram diluidas para 25
mL. Apds essa etapa, as
amostras foram
centrifugadas e filtradas,
antes das determinagdes.

Oleos comestiveis de
mostarda,  girassol,
gergelim, amendoim,
coco, arroz e milho.

Pb, Cu, Fe, Mn,
Cd, Cr, Zn

Foi utilizado 1,0 g de
amostra, seguido da
adicdo de 2,5 mL de
TMAH 25% (v/v) e 1,5
mL de EDTA 0,06 M.
Em seguida o pH foi
ajustado para 12 com 0,2

mL de HNO3
concentrado. As
solugdes foram
aquecidas em banho

maria a 80°C por 20 min.
As amostras foram

GFAAS

O uso do EDTA possibilitou a
pré-concentracdo das
impurezas traco e ultra traco
nos Oleos comestiveis. Desta
forma, a combinacdo do
TMAH com EDTA resultou
em melhores limites de
deteccdo quando comparado
aos obtidos pelo método de
digestdo por micro-ondas.

MANJUSHA; SHEKHAR;
KUMAR (2019)
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(conclusédo)

Amostra

analitos

procedimentos

técnicas

observacoes

referéncia

submetidas a ondas de
ultra-som durante 30
min. Apds essa etapa
as amostras foram
aferidas a 5 mL e
centrifugadas por 10
min, para entdo
realizar as
determinacoes.

Fonte

» Autor.
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Esse tipo de preparo de amostra tem-se tornado uma alternativa particularmente atrativa,
devido ao fato de requer apenas um aquecimento simples, geralmente realizado em banho
maria. Nesse sentido, é dispensado a utilizacdo de sistemas de decomposi¢do de alto custo de
aquisicdo e manutengé@o, como fornos de microondas de alta eficiéncia, os quais sdo geralmente
utilizados (NUNES et al., 2013).

Desta forma, a utilizacdo do TMAH pode representar uma alternativa para os métodos
de preparo de amostra tradicionais, como a decomposicdo em meio &cido, devido a algumas
vantagens do método, como a geracdo de residuos menos perigosos, menor volume de reagente
necessario, utilizacdo de equipamentos laboratoriais de baixo custo, como o0 banho maria, além
de baixa susceptibilidade a contaminacdo, devido a menor manipulacdo da amostra
(IAQUINTA et al., 2020; NUNES et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOSETICOS

Inicialmente este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, e somente foi iniciado ap0ds sua
aprovacao. Desta forma, os pacientes ou seus responsaveis foram primeiramente informados
sobre a pesquisa e devidamente orientados sobre o0s objetivos, desenvolvimento e
procedimentos a serem adotados durante a realizacdo do trabalho, conforme o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice A) e o Termo de Assentimento (apéndice B).
Desse modo, 0 paciente ou seu responsavel estando de acordo com a participagdo voluntaria,
leram e assinaram os termos de Livre Consentimento Livre e Esclarecido e o termo de
Assentimento. Além disso, foi garantido o sigilo e confidencialidade das informacgdes dos
pacientes, conforme o termo assinado pelos pesquisadores (apéndice C). Também foi aplicado
um questionario, no qual foram coletadas algumas informagdes dos pacientes como idade, sexo,

peso, condi¢do clinica e caracteristicas da alimentacdo, conforme apéndice D.

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas junto ao Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM),
no periodo de maio a novembro de 2021. Ao total 24 pacientes participaram voluntariamente
da pesquisa, sendo 12 pessoas do sexo feminino e 12 do sexo masculino, entre idades de 2 a 26
anos e que estavam em diferentes fases do tratamento contra a LLA.

O sangue foi coletado no laboratério de Hemato-Oncologia do HUSM, por profissionais
da area, que ja estavam previamente capacitados para o procedimento. O sangue foi coletado e
armazenado em tubos para coleta a vacuo (Vacutainer), de polietilentereftalato e tampa de
borracha butilica, que contém reagente Ks-EDTA, o qual inibe a coagulacdo do sangue e
promove preservacao da amostra por um maior periodo.

Desta forma, apos a realizacdo dos exames de rotina seguidos pelo protocolo do
hospital, as amostras de sangue foram repassadas aos responsaveis por essa pesquisa.

Conforme o protocolo de tratamento seguido pelo hospital, os pacientes com LLA,
fazem coleta para o hemograma de forma semanal, quinzenal ou mensal, de acordo com a
respectiva etapa do tratamento. Assim sendo, ndo foi necessario realizar coletas extras para o

desenvolvimento do trabalho e o material utilizado material seria descartado.
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Foram adquiridas um total de 80 amostras de sangue, referentes a 5 diferentes etapas da

quimioterapia, além de amostras de pacientes antes de iniciarem o tratamento e pacientes ja

fora do tratamento. De acordo com o protocolo seguido pelo hospital, as 5 fases do tratamento

contra a LLA incluem:

Terapia de Inducdo (IND): indica o inicio do tratamento, no qual s&o
administrados quimioterapicos a fim de causar a destrui¢do das células
cancerigenas. Para essa fase, o conjunto amostral N foi igual a 10, sendo
7 do sexo masculino e 3 do sexo feminino.

Terapia de Consolidagdo da Remissdo (CoRem): essa etapa ocorre junto
com a indug&o, na sequéncia direto, e tem por objetivo atingir a remisséo.
Para a comprovacdo da remissao € necessario que nenhuma célula
cancerigena seja detectada na medula éssea, ou porcentagem de blastos
na medula 6ssea deve ser menor do que 5%, e a contagem de células
sanguineas volta ao normal. Nessa fase o N amostral foi igual a 8, sendo
6 amostras de pacientes do sexo masculino e 2 do sexo feminino.
Intensificacdo (INT): nessa etapa sdo administradas maiores dosagens
dos quimioterapicos, a fim de destruir qualquer célula cancerigena
remanescente no corpo do paciente. Para essa fase 0 N amostral foi igual
a 9, sendo 7 pacientes do sexo masculino e 2 do sexo feminino.
Consolidacdo Tardia (CTRD): essa etapa corresponde a uma repeticao
da terapia de inducdo mais a consolidacdo da remissao, de forma mais
compacta, ja preparando para a manutencdo. Nessa fase o N amostral foi
igual a 13, sendo 6 pacientes do sexo masculino e 7 pacientes do sexo
feminino.

Manutencdo (MNT): nessa fase sdo administradas menores dosagens do
quimioterapicos, apenas para evitar a recidiva da doenga. Para essa fase
o N amostral foi igual a 30, sendo provenientes de 6 pacientes do sexo

masculino e 6 do sexo feminino.

Além disso, o N amostral correspondente a paciente antes do inicio do tratamento

(AnTr) foi igual a 7, sendo todos do sexo masculino. Ja o N amostral para paciente fora do

tratamento (FT) foi igual a 3, sendo todos provenientes de pacientes do sexo feminino.
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3.3 TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue coletadas pela equipe do HUSM, ja possuiam uma quantidade
de anticoagulante (Ks-EDTA), necessario para evitar a coagulacdo do sangue. Desta forma,
apos serem coletas, as amostras foram guardadas sob refrigeracédo até serem disponibilizadas
para 0S responsaveis por essa pesquisa. Em seguida a disponibilizacdo, as amostras foram
transferidas do HUSM até o Laboratério de Analises Quimicas Industriais e Ambientais,
localizado no prédio 21 da UFSM, onde foram mantidas refrigeradas abaixo de 10 °C até o
momento do preparo da amostra.

As diretrizes seguidas para realizacdo do transporte e armazenamento de amostras
bioldgicas estdo descritas no Manual de Vigilancia Sanitaria para transporte de sangue e
componentes no ambito da hemoterapia, publicado pela Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2016) e também pelo Manual of the management, maintance and use of

blood cold chain equipaments, descrito pela Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2005).

3.4  PREPARO DA AMOSTRA

3.4.1 Solubilizagdo em meio alcalino

Para os testes de solubilizacdo em meio alcalino o Hospital Universitario de Santa
Maria, cedeu gentilmente, uma bolsa de concentrado de hemacias, a qual se difere de uma bolsa
de sangue total por ndo conter plasma sanguineo. Desta forma, foram realizados testes
preliminares para verificar a eficiéncia de solubilizacéo. Para tanto, foi feita uma adaptagéo do
método descrito por Nunes et al. (2013), que se baseia na solubilizacdo de amostra biologica,
nesse caso carne, utilizando hidréxido de tetrametilaménio.

Para os testes de solubilizacdo de sangue, foram utilizados frascos de polipropileno de
fundo cénico, com capacidade para 5 mL de volume (CRAL®), resistentes a variagdo de
temperatura até 121 °C, conforme descrito pelo fabricante. Para a solubilizacéo foi utilizado o
hidroxido de tetrametilaménio 25% (v/v) em agua (Merck, Hohenbrunn, Alemanha) e para o
aquecimento das amostras por meio de banho maria foi utilizado uma chapa de aquecimento
(modelo 752A, Fisatom, Brasil).

Desta maneira, foram realizados testes com a adi¢do de um volume fixo de sangue total
de 100 pL e adicGes de 100 e 200 pL de TMAH. Também foi avaliada a necessidade de
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aquecimento das solugdes, assim como o tempo de repouso da amostra com o TMAH, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Condicdes experimentais para os testes de solubilizagdo com TMAH.

Frasco Massa de amostra Reagente Tempo de aquecimento
(mg) repouso
1 100 100 pL de TMAH, 15minutos 80°C/1 hora
25% (v/v)
2 100 200 pL de TMAH, 15minutos 80°C/1 hora
25% (vIv)
3 100 100 puL de TMAH, 24 horas -
25% (vIv)
4 100 200 pyL de TMAH, 24 horas -
25% (viv)

Fonte: autor.

Apds o tempo de repouso ou aquecimento, conforme descrito acima, as amostras foram
aferidas a 5 mL com é&cido nitrico grau P.A. (65%, 14,4 mol L, Dinamica, Indaiatuba, S&o
Paulo) purificado em sistema de destilagdo abaixo do ponto de ebulicdo (duoPUR, Subboiling
Distillation System, Milestone, Italia), a 5% (v/v), para reduzir o pH e evitar a formacéo de
hidroxidos metalicos (BATISTA etal., 2009). Ao final dessa sequéncia, foi observado o aspecto

das solucdes finais, afim de identificar a solubilizacdo das amostras.

3.4.2 Decomposicdo por via Umida em meio acido com aquecimento por radiacdo

microondas

Para a decomposi¢do em meio acido foi seguido o método descrito por Coradini (2019),
0 qual se baseia na utilizacdo de acido nitrico e aquecimento por radiagdo microondas em
sistema aberto para a decomposicao de sangue total.

A decomposicéo foi feita em frascos de polipropileno de fundo conico (CRAL®), onde
foram transferidos um volume de 250 pL de sangue total, de cada amostra em triplicata (N =
3), sequido da adigdo de 1,0 mL de &cido nitrico grau P.A. (65%, 14,4 mol L™, Dinamica,
Indaiatuba, Sdo Paulo) purificado em sistema de destilagdo abaixo do ponto de ebulicdo. Apds
repouso da amostra por 2 horas foi adicionado 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 30% grau
P.A., (Merck, Darmstadt, Alemanha), diluido para 10% (v/v). Para a etapa de irradiacdo, 0s
frascos foram dispostos em uma estante para tubos tipo Falcon, em polipropileno, com

capacidade para 30 frascos de 5 mL. Contudo, foram utilizadas apenas 15 posi¢des, mantendo
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uma posicdo livre entre cada frasco, para evitar possiveis contaminagdes cruzadas, caso
ocorressem projecdes da amostra no momento da irradiacdo, ja que os frascos permaneceram
semiabertos durante toda a decomposigéo para ndo correr o risco de aumento da pressao interna
dos tubos e explosdes.

Para 0 aquecimento foi utilizado um microondas convencional (Eletrolux®), com espaco
interno de 34 L e poténcia maxima de 1300 W. Desta maneira, foram feitos 15 ciclos de
aquecimento de 20 segundos, e intervalos de arrefecimento também de 20 segundos. Entretanto
foi utilizado apenas 60% da poténcia do microondas, pois conforme descrito por Coradini
(2019) temos nesse caso uma condi¢do segura para 0 operador e menor risco de contaminacées
cruzadas entre as amostras, ja que com maiores poténcias houve superaquecimento dos frascos
e projecdo da amostra. Apds a decomposicao, as amostras foram aferidas a 5 mL, com agua
ultrapura, previamente destilada, deionizada em coluna de troca idnica e posteriormente
purificada em sistema de Milli-Q (Milipore, Estados Unidos), com resistividade de 18,2 MQ

cm.

3.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ELEMENTOS NAS AMOSTRAS

Conforme relatado na literatura, elementos como Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Rb, Se, Sn,
Sr, V e Zn sdo considerados oligoelementos essenciais ou entdo possiveis elementos essenciais
que fazem parte de sistemas bioquimicos importantes no corpo humano (ARAS; ATAMAN,
2007; BHATTACHARYA,; MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al., 2015; FRIEDEN,
1985; LOMBECK et al., 1980). Sabendo disso, esses elementos foram escolhidos para posterior
quantificacéo.

Por outro lado, elementos como Al, As, Ba, Cd, Pb e Sb s&o considerados elementos
potencialmente téxicos e ja foram associados ao desenvolvimento de diferentes tipos de
canceres, como o cancer de mama, pulmao, pele, prostata e tumor neuroectodérmico (ARSLAN
et al., 2011; BERTIN; AVERBECK, 2006; MARTINEZ et al., 2011; RONCATI et al., 2015;
SAERENS et al., 2019; WALLACE, 2015). Atualmente as pessoas estdo expostas diariamente
a estes elementos, pois eles estdo nos mais variados produtos industriais, como em
antitranspirantes, cremes, utensilios domésticos, pesticidas, fertilizantes, alimentos
contaminados e em fumaca de cigarro (WALLACE, 2015). Estudos revelam que estes
elementos podem acabar se ligando ao DNA e causar danos na sua estrutura. Também podem
se ligar seletivamente a enzimas e acabar modificando a expressdo genica, além de poderem
gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) (WALLACE, 2015; MARTINEZ et al., 2011).



34

Desta forma, os elementos Al, As, Ba, Cd, Pb e Sb também foram monitorados no
sangue de pacientes com LLA, afim de identificar uma possivel correlacdo entre a presenca
desses elementos e a patologia da LLA.

Para a quantificagdo desses elementos foi utilizado um espectrometro de massa com
plasma indutivamente acoplado (modelo Elan DRC 11, Perkin Elmer Sciex, Canada) equipado
com nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, USA) e camera de nebulizagéo ciclonica
do tipo "baffled” (Glass Expansion Inc., Australia), tocha de quartzo com tubo injeto de 2,0 mm
de didmetro interno e Argonio (99,999%, White Martins-Praxair, Brasil) foi usado para a
geracdo do plasma. Na Tabela 3 estdo descritas as condi¢des instrumentais utilizadas nas
determinagfes com ICP-MS, as quais foram adaptadas do trabalho descrito por Soares et al.,
(2016).

Tabela 3 - Condicdes instrumentais utilizadas para a determinacéo de elementos no sangue por ICP-MS.

Parametros ICP-MS
Poténcia do gerador de radio frequéncia, W 1.300
-1
Vazao de argonio principal, L.min 12,0
-1
Vazao de argdnio auxiliar, L.min 1,30
-1
Vazao de argonio do gas nebulizador, L.min 1,00
Camera de nebulizacao Ciclonica
Nebulizador Concéntrico
Cone de amostragem e skimmer Pt
Dwell time, ms 20
Varreduras por replicata 5
Leituras por replicata 5
Replicatas 3

Fonte: autor.

Para a curva de calibragdo foi utilizada uma solucdo multielementar (SCP33MS,
PlasmaCAL, Quebec, Canada) em concentragBes de 0,1 pug L™ até 40 ug L. Para verificar a
exatiddo da resposta do instrumento foi utilizada uma solucdo padrdo de referéncia (NIST
1643f, Nathional Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, USA) diluida em um
fator de 10 vezes.

Para verificar se a matriz da amostra exercia algum tipo de efeito durante as
determinag0es por ICP-MS foram feitas dilui¢cdes de 10 e 20 vezes da amostra decomposta com

a adicdo de 2,5 pg L™ da solugdo multielementar SCP33MS.
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Elementos como o Ca, Fe, K e Mg também sdo essenciais para as atividades metabdlicas
e correto funcionamento do organismo (ARAS; ATAMAN, 2007; BHATTACHARYA,;
MISRA; HUSSAIN, 2016; CARVALHO et al., 2015). Desta forma, esses elementos foram
determinados pela técnica de ICP OES, na qual foi utilizado um espectrdmetro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (modelo Optima 4300 DV, Perkin Elmer, EUA),
com vista axial e aquisi¢do simultanea do sinal, equipado com camera de nebulizacéo ciclonica,
e nebulizador concéntrico, tocha de quartzo com tubo injetor de alumina (2 mm d.i.), e argonio
(99,999%, White Martins-Praxair, Brasil) foi usado para a geragdo do plasma. As condicdes
operacionais utilizadas nas determinacdes com ICP OES, bem como os comprimentos de onda
monitorados estdo descritos na Tabela 4, as quais foram adaptadas do trabalho descrito por
Neves (2018).

Tabela 4 - Condigdes instrumentais utilizadas para a determinacéo de elementos no sangue por ICP

OES.

Parametros ICP OES

Poténcia do gerador de réadio frequéncia, W 1.400

Vazdo de argonio principal, L.min* 15,0

Vazio de argbnio auxiliar, L.min* 0,2

Vazao de argdnio do gas nebulizador, L.min’* 0,70

Camera de nebulizacédo Cicldnica

Nebulizador Concéntrico

Replicatas 3

Comprimento de onda espectral, nm Ca (317,933)
Mg (279,077)
K (766,49)
Fe (238,204)

Fonte: autor.

Para a curva de calibracdo foi utilizado uma solugcdo multielementar SCP33MS, em
concentracdes de 1 a 100 pg L™ e uma solugdo multielementar (Merck 1V, Certipur, Estados
Unidos), em concentracdes de 250 a 10.000 pg L. A exatiddo da resposta do instrumento foi
verificada com uma solucédo padrao de referéncia (NIST 1643f) diluida em um fator de 10 vezes.
Para identificar possiveis efeitos de matriz na determinagdo dos elementos, foram feitas
diluicdes de 10 vezes com a adigdo de concentragBes entre 180 a 2400 pg Lt da solucéo
multielementar SCP33MS e Merck 1V. Além disso, foram feitas diluicdes de 10 vezes e adicdo
de padréo de referéncia NIST 1643f diluido 10 vezes.
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Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para ambas as técnicas foram
estimados a partir da média de 10 leituras do branco amostral, onde o desvio padrédo (SD) da
medida foi multiplicado por 3 e a média das leituras do branco foi somada a esse produto (LOD
= Branco + 3SD). Para o limite de quantificacédo o desvio padréo foi multiplicado por 10 e a

média das leituras do branco foi somada a esse produto (LOQ = Branco +10SD).

36 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS RESULTADOS

Para a analise estatistica dos resultados foi utilizado o Software R (R Core Team, 2021).
Para tanto, foi aplicado o Teste ANOVA one-way, para avaliar se as médias de concentracao
dos analitos diferiram entre si, considerando um nivel de confianca de 95%. Em casos em que
os resultados apresentaram diferencas significativas, foi aplicado o teste de Tukey para
identificar entre quais etapas as médias de concentracdo variaram significativamente. Além
disso foi usado o software ChemoStat® (versio 2.0.0.1), para realizar uma analise multivariada
dos dados por meio da construcdo de modelos de componentes principais (PCA). Através da
elaboracdo destes modelos buscou-se identificar a formacdo de grupos entre as fases do

tratamento e que se assemelham de acordo com a concentracdo dos elementos investigados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41  SOLUBILIZAGAO EM MEIO ALCALINO

A metodologia proposta nesse trabalho, mostrou algumas vantagens quando comparada
a digestdo em meio acido, como a menor manipulacdo da amostra, menor quantidade de
reagente usado, além da vantagem de ser necessario apenas instrumentos simples e de baixo
custo para 0 aguecimento, nesse caso um comum sistema de banho maria. Estando assim de
acordo com o que foi descrito pro Batista et al. (2009), o qual fez a determinacdo de
oligoelementos em amostras bioldgicas com o uso de TMAH para solubilizacdo e quantificacdo
por ICP-MS.

No ensaio realizado com 100 mg de sangue total e adicdo de 100 e 200 uL de TMAH
(25%), seguido de repouso por 15 minutos mais banho maria a 80°C por 1 hora e no teste
realizado com 100 mg de sangue total e adi¢do de 100 e 200 uL de TMAH (25%), sequido de
repouso por 24 horas, foi possivel observar que ambas as soluges finais se mostraram turvas e

com presencas de material suspenso, conforme é apresentado na Figura 1.

Figura 1- Testes realizados com solubilizacdo em meio alcalino. (a) — 100 mg de sangue total + 100 e 200 pL de
TMAH (25%) + repouso / 15 min + banho maria a 80 °C / 1 hora; (b) — 100 mg de sangue total + 100 e 200 pL
de TMAH (25%) + repouso / 24 horas.

Fonte: autor.
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Apesar desse método de preparo ter se mostrado mais simples e rapido do que a
decomposicdo em meio acido, a mé solubilizacdo da amostra impossibilitou a introducéo da
solugdo no ICP-MS. Conforme destacado por Nunes et al. (2013), esse tipo de preparo de
amostra resulta em solucdes opacas e com presenca de particulas solidas, o que pode gerar
efeitos de matriz durante as determinacGes por ICP-MS e ICP OES. Entre os efeitos que a
presenca de matriz gera no ICP-MS podem ser destacados: a mudanca nas caracteristicas do
aerossol, que afeta a distribuicdo do tamanho das goticulas e diminui a eficiéncia de transporte
do aerossol. Pode haver diminuigéo da eficiéncia do nebulizador e separagéo do aerossol na
camera de nebulizacdo, dessa forma o nimero de goticulas que realmente resultam em ions no
plasma sofre alteracdo. Além disso, um sério problema pode ocorrer quando ha carbono na
amostra é a deposicdo de material sélido, como a fuligem, nos cones da interface, o que acaba
gerando supressdo do sinal dos analitos. Aléem do mais, o carbono no plasma promove um
mecanismo de transferéncia de carga, devido ao aumento na populacdo de atomos e ions no
estado excitado para alguns elementos (AGATEMOR; BEAUCHEMIN, 2011).

42  DECOMPOSICAO EM MEIO ACIDO

Conforme descrito anteriormente, a presenca de carbono remanescente na amostra pode
acabar contribuindo para a geracdo de interferéncias nas determinagdes. Sabendo disso, é
imprescindivel que se faca a determinacdo do carbono remanescente na solugao a ser analisada.
De acordo, com Coradini (2019) o método de preparo de amostra utilizado em seu trabalho para
decompor sangue, deixa aproximadamente 1000 mg L de carbono na solugdo. Entretanto, é
observado que na analise por ICP-MS apenas concentragdes de carbono acima de 5000 mg L
gera interferéncias perceptiveis de matriz, transporte ou ionizacdo (GRINDLAY, 2013).

Contudo, antes de prosseguir com as determinacdes ainda foi verificado se de fato
nenhum componente da matriz esta gerando interferéncias. Desta forma, verificou-se que a
recuperacgdo para os analitos determinados por ICP-MS, quando realizadas dilui¢Ges de 10 e 20
vezes com adicdo equivalente a 2,5 pg L™ da solugéo de referéncia (SCP33MS) na solucdo da

amostra variaram de 89 a 111% e estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Avaliacéo do efeito de matriz durante as determinagdes elementares empregando ICP-MS, por meio
do teste de diluicio da solucdo da amostra e teste de recuperacdo dos analitos na amostra decomposta em meio

acido (N = 3).
Elemento Recuperacéo (%) Recuperacéo (%)
Amostra 20X + 2,5 ug L Amostra 10X + 2,5 pug L
(SCP33MS) (SCP33MS)
2TA 89 97
Sy 96 97
S2Cr 100 97
Mn 100 98
¥Co 96 94
®2Ni 97 97
83Cu 96 97
87Zn 111 98
>As 91 92
825e 91 95
®Rb 99 99
885y 100 100
%Mo 101 93
cd 98 96
118gn 99 99
1215p 96 96
138Bg 95 98
208pp 101 99

Fonte: autor.

O mesmo teste foi realizado para as determinacdes por ICP OES, contudo os elementos
K, Ca e Mg ndo foram possiveis de serem determinados devido a alta contaminacdo nos frascos
de coleta de sangue e decomposic¢ao das amostras. O mesmo tinha sido relatado por Coradini
(2019). Desta forma, apenas o Fe foi determinado e feito teste de recuperacdo o qual esta

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Avaliacdo do efeito de matriz durante as determinac@es elementares empregando ICP OES, por meio
do teste de diluicio da solucdo da amostra e teste de recuperacdo do analito na amostra decomposta em meio

acido (N = 3).
Elemento Recuperacéo (%) Recuperacéo (%)
Amostra 10X + 2.400 pug L* Amostra 10X + NIST 1643f
(SCP33MS) 10X
Fe 108 93

Fonte: autor.
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A partir das taxas de recuperacéo obtidas foi possivel verificar que a matriz ndo interfere
nas determinacdes, tanto em ICP-MS como em ICP OES. Desta forma, as amostras foram

analisadas diluindo-se somente 10 vezes.

43  DETERMINACAO DOS ELEMENTOS EM SANGUE

Conforme ja descrito, as amostras de sangue foram analisadas em triplicata (N = 3), e
os valores referentes ao erro relativo ndo ultrapassaram 10% da margem de erro. Na tabela 7
estdo apresentados os valores referentes aos limites de deteccao e quantificacdo dos elementos

determinados pela técnica de ICP-MS.

Tabela 7 - Limites de deteccéo (LOD) e quantificagdo (LOQ) dos elementos pela técnica de ICP-MS.

Elemento LOD (ug g?) LOQ (ug g?)
27Al 0,739 0,754
Sy 0,0004 0,0009
>2Cr 0,0114 0,0147

SMn 0,0464 0,0470
Co 0,0002 0,00003
62N 0,0049 0,0114
Cu 0,0116 0,0118
87n 0,3361 0,3505
SAs 0,0014 0,0022
825e 0,0399 0,0515
®Rb 0,00002 0,00008
8gr 0,0026 0,0027
%Mo 0,00008 0,0003
Hicg 0,00006 0,0002
1185 0,0016 0,0020
1215 0,00007 0,0002
1383 0,0175 0,0194
208pp 0,0024 0,0025

Fonte: autor.

Em comparacdo com outros trabalhos descritos na literatura, Laur, et al. (2020) fizeram
a quantificacao por ICP-MS de alguns elementos essenciais em sangue total de recém nascidos
e de lactantes e obtiveram limites de quantificacdo para Mg, Cu, Zn e Se de 1,50 pg L, 5,50
pg L2, 9,50 pug Lt e 24,20 pg L respectivamente. No método proposto por eles, 100 pL de
sangue total foi solubilizado em 200 pL de HNOs, 65% (v/v) e 100 pL de H20-, seguido de
incubacéo por 90 min a 60°C. Em outro estudo realizado por Tanvir et al. (2020), foram obtidos
limites de quantificagdo para V/, Mn, Co, Cu, As, Zn, Se, Sr, Cd e Pd de 0,04 ug L%, 0,23 pug L-
10,007 ug L, 2,77 pg L, 0,04 pg L2, 15,03 pg L2, 0,42 pg L2, 0,21 pg L2, 0,06 ug Lt e
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0,19 pg L™ respectivamente. Nesse estudo, foi realizada a digestdo &cida de 100 pL de sangue
total e 500 puL de HNOz ultrapuro e posterior quantificagdo por ICP-MS.

Para o elemento Fe, o qual foi determinado pela técnica de ICP OES, os limites de
deteccdo e quantificacdo foram de 15,0 p g e 17,5 p g respectivamente. Em comparagio a
outros estudos realizados, Harrington et al. (2014) obtiveram limites de deteccdo e de
quantificacdo para o Fe de 1460 ng mL™ e 10.000 ng mL* respectivamente. Nesse estudo, 0s
autores realizaram a digestdo acida de 250 pL de sangue total com 1 mL de HNOz concentrado
e 750 pL de H202 30% (v/v) e posterior quantificagéo por ICP OES.

Na literatura poucos trabalhos avaliam a variacdo de uma maior gama de oligoelementos
no sangue de pacientes com LLA e que estejam em diferentes fases do tratamento. E possivel
verificar que muitos trabalhos medem apenas a variacdo de elementos antes de iniciar o
tratamento e apds a quimioterapia. Neste sentido, Zekavat et al. (2021), avaliaram a
concentracdo de elementos como o Fe, Zn, Cu, Mg, Mn e Cr em pacientes com LLA, antes e
apos concluirem o tratamento. Nesse estudo, eles observaram gue todos os elementos tiveram
uma reducdo consideravel ao término do tratamento, e que de acordo com os autores isso pode
estar associado a falta de alimentacdo complementar e saudavel. J& em outro estudo, realizado
por Demir et al. (2011), os niveis séricos de Zn, Mg e Mn foram menores em pacientes recém
diagnosticados com leucemia aguda do que em pessoas que nao estavam em tratamento. No
entanto os niveis séricos de Cu, Pb e Cd foram significativamente maiores nos pacientes com
leucemia aguda, do que no grupo controle. Para o Fe e o Co néo foi observado diferencga
significativa entre os dois grupos.

Nas amostras de sangue decompostas em meio &cido neste estudo, foi possivel
quantificar os oligoelementos V, Cr, Mn, Cu, Zn, Se, Rb, Sr e Fe, visto que os demais estavam
abaixo do LOQ. Desta forma, os resultados obtidos foram inseridos no software R para
realizacdo dos testes estaticos. Na Tabela 8 estdo resumidos os dados obtidos para cada
variavel, no qual sdo apresentados os valores minimos e maximos, a média e o desvio padrdo

das concentragOes para cada fase do tratamento.
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Tabela 8 - Resumo dos resultados referentes aos valores minimos, maximos, médios e o desvio padrdo das
concentragdes para os elementos essenciais determinados em diferentes fases do tratamento contra a LLA.

Vv Cr
Fase Média SD min max Fase Média sSD min  max
(Mg g™h) (Mg ™) (g g™h) (Mg g™h)
ANtTr 0,0093 0,0091 0 0,021 AntTr 0,617 0,048 0,576 0,707
IND 0,0084 0,0113 0 0,026 IND 0,628 0,207 0,059 0,789
CoRem 0,0144 0,0124 0 0,027 CoRem 0,693 0,044 0,631 0,748
INT 0,0108 0,0079 0 0,019 INT 0,624 0,151 0,319 0,826
CTRD 0,0116 0,0093 0 0,028 CTRD 0,656 0,219 0,088 0,896
MNT 0,0139 0,0112 0 0,035 MNT 0,726 0,176 0,057 0,970
FT 0,0143 0,0129 0 0,025 FT 0,738 0,237 0,464 0,887
Mn Cu
Fase Média SD min max Fase Média SD min max
(Mggh)  (uggh (Mggh  (Mgg?h)
ANtTr 0,046 0,043 0 0,090 AntTr 0,827 0,496 0 1,287
IND 0,052 0,045 0 0,118 IND 1,14 0,497 0,081 1,687
CoRem 0,054 0,065 0 0,172 CoRem 1,183 0,426 0,474 1,694
INT 0,068 0,048 0 0,124 INT 1,024 0,340 0,590 1,631
CTRD 0,048 0,047 0 0,162 CTRD 0,70 0,496 0 1,445
MNT 0,075 0,065 0 0,210 MNT 0,759 0,336 0 1,547
FT 0,063 0,06 0 0,120 FT 0,953 0,092 0,092 1,037
Zn Se
Fase Média SD min max Fase Média SD min max
(Mggh)  (ugg?) (Mgg?h)  (ugg?)
AntTr 2,378 2,281 0 4,868 AntTr 0,030 0,038 0 0,085
IND 3,286 2,960 0 7,783 IND 0,068 0,069 0 0,193
CoRem 2,841 2,470 0 6,009 CoRem 0,062 0,040 0 0,095
INT 4,004 1,139 2,303 5,981 INT 0,062 0,052 0 0,144
CTRD 3,154 2,019 0 6,670 CTRD 0,060 0,063 0 0,163
MNT 4,154 2,455 0 8,259 MNT 0,057 0,050 0 0,149
FT 5,090 1,036 3,90 5,795 FT 0,117 0,052 0,07 0,175
Rb Sr
Fase Média SD min max Fase Média SD min max
(Mg g?) (Mg g?) (Mggh)  (uggh)
AntTr 2,552 0,473 2,018 3,265 | AntTr 0,006 0,010 0 0,021
IND 1,970 1,187 0,100 3,675 IND 0,005 0,010 0 0,027
CoRem 2,715 0,911 1,322 4,243 | CoRem 0,011 0,012 0 0,025
INT 2,701 0,609 1,774 3,656 INT 0,008 0,013 0 0,035
CTRD 2,826 1,119 0,096 4998 | CTRD 0,005 0,008 0 0,022
MNT 2,726 0,910 0,078 4,983 MNT 0,009 0,013 0 0,038
FT 3,471 0,604 2,805 3,987 FT 0,008 0,014 0 0,024
Fe
Fase Média SD min max
(Mg g™ (Mg g™
AntTr 301,207 51,567 248,266 396,272
IND 296,936 42,714 243,240 375,158
CoRem 269,995 34,815 214,240 310,096
INT 303,556 82,599 180,494 424,299
CTRD 634,555 121,209 154,176 540,277
MNT 638,422 80,937 210,870 518,451
FT 431,052 105,986 369,084 553,432

Fonte: autor.
AntTr: antes do tratamento; IND: indugdo; CoRem: consolidacdo da remissdo; INT: intensificagdo; CTRD:
consolidacéo tardia; MNT: manutencdo; FT: fora do tratamento.
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Para identificar possiveis variacOes significativas na média entre cada etapa do
tratamento foi realizado o teste Anova One-way, o qual permite fazer comparagdes das médias
de 3 ou mais variaveis explanatorias. Desta forma, ao aplicar o teste, foi possivel constatar que
as medias de concentracdo dos elementos ndo tiveram variagdes significavas entre as fases do
tratamento da LLA, com um nivel de confianca de 95%, visto que o valor de p foi maior que
0,05. Apenas para o Fe foi identificado variacdo significativa (p < 0,05) entre as fases de
consolidacdo da remissdo e manutencdo e entre a consolidagéo da remissao e pacientes fora do
tratamento. Conforme descrito na Figura 2, na fase de consolidagdo da remissao o grupo de
pacientes teve a menor média de Fe no sangue, a qual acabou aumentando consideravelmente
em pacientes na manutencao e fora do tratamento.

O aumento nos niveis de Fe no sangue estd geralmente associado a transfusdes
recorrentes de concentrado de hemacias, que na pior das hipdteses pode levar a uma sobrecarga
de ferro no organismo e, consequentemente, acabar gerando outras doencas. Entre elas estdo a
anemia falciforme, anemia aplatica refrataria, sindromes mielodisplasicas, além de poder gerar
recaidas em pacientes que tinham algum tipo de leucemia (BRISSOT, 2019). Estudos realizados
por Olcay et al. (2014), identificaram que de 53 pacientes com LLA ou LMA, 75%
apresentaram sobrecarga de Fe, antes do inicio do tratamento e ap6s a quimioterapia. Nesses
casos a nivel de ferritina foi maior que 1000 ng mL™,

Individuos que ndo estdo em tratamento quimioterapico absorvem normalmente de 1 a
2 mg de Fe por dia, ja pacientes que recebem transfusdo sanguinea, podem absorve de 8 a 16
mg de Fe por dia. Contudo, o corpo humano ndo consegue adaptar suas vias excretoras para
eliminar o excesso de Fe e, consequentemente ele acaba acumulando-se nos tecidos.
Inicialmente o excesso de Fe é armazenado intracelularmente na ferritina em macréfagos e em
casos de continuidade da sobrecarga, ele acumula-se em células do parénquima hepético, do
miocardio e de 6rgaos enddcrinos (BRASIL, 2018).

Para melhor observar as diferencas na variagdo das concentraces dos elementos em
cada fase do tratamento, foram plotados graficos do tipo boxplot, conforme a Figura 2, os quais
estdo separados por elementos. Nesses, as barras pretas de maior espessura representam a média
dos resultados, e os limites dos retangulos cinzas indicam o 1° e 3° quartil, as linhas tracejadas
indicam limites calculados matematicamente, visto que acima ou abaixo destes limites podem

estar amostras que foram consideradas outliers.
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Figura 2 - Gréficos do tipo boxplot, referente a variagdo da concentracéo dos elementos essenciais determinados ao longo das fases do tratamento contra a LLA.
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Figura 2 - Graficos do tipo boxplot, referente a variagdo da concentragdo dos elementos essenciais determinados ao longo das fases do tratamento contra a LLA.
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Conforme apresentado nos graficos boxplot, € possivel identificar a falta de variagdo
significativa na concentracdo da maioria dos elementos essenciais, exceto para o Fe. A nédo
variacdo pode estar relacionada também as transfusdes sanguineas muito recorrentes durante o
tratamento contra a LLA. desta forma, quando um paciente recebe uma transfusao sanguinea, a
concentracdo dos elementos pode ser alterada indeterminadamente, o que acaba dificultando a
observacao de diferencas significativas.

Dos elementos potencialmente toxicos avaliados, apenas As e Sb foram quantificados,
visto que os demais elementos estavam abaixo do limite de quantificacdo. Na Tabela 9 estéo
apresentados os resultados obtidos para As e Sb, referentes aos valores minimos, maximos a
média e o desvio padréo das concentracdes para cada fase do tratamento.

Tabela 9 - Resumo dos resultados referentes aos valores minimos, maximos, médios e o desvio padrdo das
concentragdes para os elementos potencialmente toxicos determinados em diferentes fases do tratamento contra a

LLA.
As Sb
Fase Média SD min max Fase Média SD min  max
(Mggh  (ugg?) (Mgg™h)  (ugg?h)
AntTr 0,015 0,031 0 0,084 ANtTr 0,006 0,004 0 0,013
IND 0,012 0,025 0 0,086 IND 0,005 0,004 0 0,013
CoRem 0,007 0,006 0 0,014 | CoRem 0,007 0,004 0 0,011
INT 0,015 0,034 0 0,011 | INT 0,010 0,005 0 0,028
CTRD 0,004 0,003 0 0,009 | CTRD 0,006 0,009 0 0,012
MNT 0,011 0,021 0 0,085 | MNT 0,007 0,005 0 0,025
FT 0,004 0,007 0 0,012 FT 0,009 0,008 0 0,017

Fonte: Autor.

Conforme comprovado pelo teste estatistico, as médias obtidas para os elementos
potencialmente tdxicos em cada fase do tratamento ndo tiveram variacdes significativas (p <
0,05). Pelo gréafico boxplot, apresentado na Figura 3, também ¢é possivel observar a baixa
variacdo da concentracdo de As e Sb ao longo das fases do tratamento contra a LLA. Na
literatura, poucos trabalhos relatam os niveis adequados de As e Sb no sangue, visto que
geralmente esses elementos sdo monitorados pela analise de urina. Segundo o Conselho
Nacional de pesquisa (EUA) é considerado normal um nivel de arsénio na urina de 5 a 50 ug
Lt
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Figura 3 - Graficos do tipo boxplot referente a variacdo da concentracdo dos elementos potencialmente tdxicos
ao longo das fases do tratamento contraa LLA.
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Sabe-se que a ingestdo de As ocorre principalmente pela alimentacdo com frutos do
mar. Contudo, no grupo estudado, 20 pacientes responderam que ndo costumam comer frutos
do mar, e 4 pacientes comem apenas em datas especiais. Além disso, como pode ser observado
na Figura 3, os niveis de As permaneceram praticamente inalterados durantes todas as fases, o
que pode indicar que esses pacientes ndo estavam expostos a condi¢cdes ambientais ou
alimentares que viessem a aumentar o nivel de As no organismo.

O Sh pode ser absorvido facilmente por meio de alimentos, dgua, ar e remédios. Na
literatura Squadrone et al. (2019), verificaram que pessoas sadias possuiam um nivel de Sb no
sangue em média de 4,4 ug L. Conforme os resultados obtidos nesta pesquisa, ndo foram
observadas diferencas significas nos niveis de Sb dos pacientes com LLA, indicando desta
forma que este elemento, neste caso especifico, ndo foi um agravante na patologia da LLA, e
0s pacientes ndo estivaram expostos a dosagens elevadas de Sh.

Além disso, também foram construidos histogramas de distribuicdo normal dos dados,
0s quais estdo apresentados no ANEXO 1. Os histogramas por sua vez representam a frequéncia
com que os diferentes valores de concentragéo sdo determinados. Desta forma, quanto mais alta
a barra, mais frequente é aquele intervalo de concentragdo. Os histogramas ndo estéo
segmentados por fase de tratamento, mas mostram como os 80 valores medidos se distribuem
para cada elemento. Com base nos histogramas foi possivel identificar que dos elementos
essenciais apenas Cr, Cu, Rb e Fe tiveram uma distribui¢do normal. J& os elementos V, Mg, Zn,
Se e Sr ndo possuiram uma distribuicdo normal dos valores. Para os elementos ndo essenciais
quantificados As e Sb pode-se verificar que ambos néo tiveram uma distribuigdo normal dos

dados.
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Para melhor elucidar a variagdo dos elementos no sangue dos pacientes com LLA, foi
realizado a analise de componentes principais (PCA), onde foram construidos trés modelos de
PCA. Para tanto, foram considerados apenas os oligoelementos, afim de identificar possiveis
diferencas nas variacdes elementares no grupo total de pacientes e entre meninos e meninas.
No primeiro modelo, demostrado na Figura 4, trabalhou-se com todos os 80 resultados obtidos,
provenientes do total de pacientes que participaram da pesquisa. Na Figura 5 esta apresentado
0 modelo de PCA referente apenas a amostras de pacientes do sexo masculino e na Figura 6 é
mostrado o modelo de PCA referente a amostras de pacientes do sexo feminino.

Figura 4 - Modelo de PCA referente a distribui¢do dos elementos no sangue em todos os pacientes.
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Fonte: autor.



Figura 5 - Modelo de PCA referente as amostras de sangue de pacientes do sexo masculino.
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Figura 6 - Modelo de PCA referente as amostras de sangue de pacientes do sexo feminino.
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De acordo com as PCAs construidas, é possivel observar que nao houve separacdo dos
grupos que indicavam uma mesma fase do tratamento. Esse padrdo se repetiu para todos 0s
modelos, o que confirma novamente que ndo houve variagc6es significavas na concentragdo dos
elementos. Contudo, pode-se observar uma correlacdo entre algumas variaveis, na Figura 4
observa-se que Fe, Rb e Cr estdo no lado positivo da PC1, Mn, Zn e V ficaram sobre o eixo
positivo da PC1 e Se, Sr e Cu ficaram no lado negativo da PC2. Com isso podemos identificar
que estas variaveis possuem correlagdes entre o grupo a qual pertencem, ou seja aumentam
juntas. A mesma separacao é observada na Figura 5, para 0s pacientes do sexo masculino. Na
Figura 6 é observado correlacdes entre Sr, Cu e V, que ficaram do lado negativo da PC2, Cr,
Zn, Se e Mn que ficaram sobre o eixo positivo da PC1, e Fe e Rb que ficaram do lado positivo
da PC1. Entretanto, ainda ndo existem pesquisas que abordem a relagéo entre estes elementos.

O fato de ndo haver diferencas nos niveis de oligoelementos no sangue de pacientes com
LLA, pode estar relacionado a diversos fatores, como a alimentacéo, as influencias ambientais
da regido onde o paciente reside, e principalmente as transfusdes sanguineas que sao realizadas
ao longo do tratamento, desta forma sempre que um paciente recebe uma transfusao sanguinea,
0s niveis do oligoelementos podem aumentar ou diminuir, e com isso torna-se dificil observar

de fato se ha variacdes desses elementos no sangue.
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5 CONCLUSOES

Ao final desta pesquisa foi possivel concluir que no grupo estudado os oligoelementos
(V, Cr, Mg, Cu, Zn, Se, Rb e Sr) ndo apresentaram diferengas significativas entre as fases do
tratamento. Apenas o elemento Fe obteve um aumento significativo entre as fases de
consolidacéo da remissdo e manutencdo, e entre a fase de consolidacdo da remissao e pacientes
fora do tratamento. Este aumento esta geralmente associado a transfusdes sanguineas que sdo
realizadas durante as fases do tratamento da LLA, e muitas vezes pode acarretar em uma
sobrecarga de ferro no organismo do paciente. Consequentemente, podem ser desencadeadas
outras doencas pelo fato do corpo humano néo conseguir se adaptar para excretar o excesso de
ferro recebido.

O fato de nédo ocorrer diferencas significativas nos niveis dos outros oligoelementos
pode estar relacionado a diversos fatores, como a alimentagdo, caracteristicas ambientais da
regido onde o paciente reside, como o ar, solo, agua, entre outros. Além disso, tem-se as
transfusdes sanguineas, as quais, independente da fase de tratamento em que o paciente esteja,
podem gerar aumento ou diminuicao dos niveis elementares. Também, cabe destacar que o ideal
seria investigar os mesmos pacientes ao longo de todas as fases de tratamento, para que assim
se tenha de fato uma comparacdo adequada de possiveis variacdes dos oligoelementos, o que
nesta pesquisa ndo foi possivel avaliar.

Os niveis dos elementos ndo essenciais que foram quantificados (As e Sbh) também néo
apresentaram variacdes significativas, o que indica que possivelmente os pacientes ndo estavam
expostos a presencas elevadas destes elementos durante o periodo de estudo.
Consequentemente, ndo foram observadas possiveis correlagdes entre estes elementos e a LLA.

Para a solubilizacdo em meio alcalino foi possivel verificar que este método é de fato
mais rapido, utiliza um menor volume de reagente e requer instrumentos simples e de baixo
custo. Porém, para a solubilizagdo de sangue ele ndo se mostrou eficiente, visto que a solugao
final tem aspecto turvo e com material suspenso. Desta forma, ndo foi possivel analisar a
amostra por ICP-MS.

Por outro lado, a decomposi¢do empregando acido nitrico, conforme descrito por
Coradini (2019), foi apropriada para as determinagdes dos elementos estudados. Isto foi
confirmado através de testes de adicdo e recuperacdo dos analitos e por diferentes fatores de

diluicdo, onde foram verificadas recuperagdes da ordem de 89 a 111%.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
Titulo do Projeto: “METAIS NO SANGUE E SUA CORRELAC;AO COM A LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler

Instituicdo de origem do pesquisador: UFSM

Local da Coleta de amostra: Hospital Universitario de Santa Maria, RS

Telefone e endereco para contato: (55) 3220-9445. Av. Roraima, 1000, Prédio 21, Sala 5015,
97105-970 — Santa Maria - RS

Eu, Valderi Luiz Dressler, responsavel pela pesquisa: “METAIS NO SANGUE E SUA
CORRELACAO COM A LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA” o convido a participar
como voluntario para o0 nosso estudo.

Dessa forma, pedimos a gentileza de ler com atengdo o que esta escrito abaixo antes de
decidir se aceitard esse convite ou ndo. Qualquer davida que vocé tiver, pergunte ao responsavel
pelo estudo, que ele esclarecera qualquer pergunta.

Esta pesquisa pretende demonstrar que ao longo do tratamento os niveis de metais
presentes no sangue, essenciais para o funcionamento do organismo, sofrem variac@es ao longo
do tratamento. Essas variacfes podem estar melhorando ou piorando o desempenho do seu
organismo e esperamos demonstrar isso deforma a entender melhor o funcionamento do corpo
humano frente a leucemia linfocitica aguda.

Esse estudo sera realizado aqui no HUSM e para participar, vocé respondera a uma
entrevista sobre seus dados pessoais como peso, altura e alimentacdo. Alguns dados do seu
prontuario também serdo utilizados.

Vocé podera se sentir desconfortavel quanto aos procedimentos descritos acima. No
caso de algum desconforto ou dificuldade, ou se vocé julgar procedente, a avaliagdo poderéa ser
interrompida, em qualquer etapa, sem prejuizo algum para o tratamento que VOCé esta

recebendo. Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome serd mantido em sigilo.

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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As informagOes do estudo serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes
cientificas sem identificacdo dos voluntarios. As fichas das avaliagdes bem como a entrevista
respondida por vocé ficardo guardadas com os pesquisadores e serdo destruidas por incineracao
apos a concluséo do estudo.

Vocé pode se recusar a participar do estudo, ou retirar seu consentimento a qualquer

momento, mesmo durante o exame, sem precisar justificar. Além disso, vocé ndo recebera
qualquer prejuizo a assisténcia que esteja recebendo.
N&o sera pago a vocé nenhum valor por sua participacdo. Entretanto, se ocorrer algum dano
comprovado em funcédo desta participacao vocé tera direito a indeniza¢do. Da mesma forma, se
houver alguma despesa relacionada a participacdo na pesquisa, essa sera ressarcida pelos
pesquisadores.

Entdo, se vocé aceitar participar desse estudo, pedimos que assine esse termo de
consentimento livre e esclarecido.

Eu, , apos a leitura

ou a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador
responsavel para esclarecer minhas dividas concordo em participar do estudo que a mim foi
apresentado. Declaro que fui suficientemente informada(o) a respeito da pesquisa por meio das
informacgdes que li ou que foram lidas para mim e que me foi dada uma copia desse termo.
Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, como se dara a minha participacéo,
seus desconfortos, riscos e garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Dessa forma, concordo voluntariamente em participar da pesquisa.

Santa Maria, de de 20

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do participante

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler — (55) 9-9972.3252

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO

960
Termo de Assentimento

Titulo do Projeto: “METAIS NO SANGUE E SUA CORRELAQAO COM A LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler

Instituicdo de origem do pesquisador: UFSM

Local da Coleta de amostra: Hospital Universitario de Santa Maria, RS

Telefone para contato: (55) 3220-9445

Vocé esta sendo convidado para participar, de forma voluntaria, da pesquisa: “METAIS
NO SANGUE E SUA CORRELACAO COM A LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA”.
Este estudo ira avaliar a presenca de metais no seu sangue. Estes metais sdo importantes para
sua saude.

Esse estudo sera realizado aqui no HUSM e para participar, vocé, ou seus pais ou
responsaveis, responderdo a uma entrevista sobre dados pessoais, peso, altura e alimentacao.
Alguns dados do prontuério serdo utilizados.

Vocé ndo precisara realizar nenhuma coleta para participar, pois para analise dos metais sera
utilizado o material bioldgico (sangue) que ja é coletado para seus exames de rotina para o
protocolo do tratamento.

Vocé podera se sentir desconfortavel quanto aos procedimentos descritos acima. No
caso de algum desconforto ou dificuldade, ou se vocé julgar procedente, a avaliacdo podera ser
interrompida, em qualquer etapa, sem prejuizo algum para o tratamento que estd sendo
disponibilizado. Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome serd mantido em sigilo.

Vocé pode se recusar a participar do estudo, ou retirar seu consentimento a qualquer
momento, mesmo durante o exame, sem precisar justificar e sem qualquer prejuizo a assisténcia

que esteja recebendo.

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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N&o sera pago a vocé nenhum valor por sua participacdo. Entretanto, se ocorrer algum
dano comprovado em funcdo desta participacdo vocé tera direito a indenizacdo. Da mesma
forma, se houver alguma despesa relacionada a participacdo na pesquisa, essa sera ressarcida
pelos pesquisadores.

Entdo, se vocé aceitar participar desse estudo, pedimos que assine esse Termo de
Assentimento. Este Termo de Assentimento sera assinado em duas (02) vias.

Se vocé ndo souber assinar seu nome, identifique seu aceite ou negativa nas figuras

abaixo.

Santa Maria, de de 20

Assinatura ou nome do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Telefone para contato:
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler — (55) 9-99723252

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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APENDICE C - TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Termo de Confidencialidade

Titulo do Projeto: “METAIS NO SANGUE E SUA CORRELACAO COM A LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA”
Pesquisador Responsavel: Porf. Dr. Valderi Luiz Dressler
Instituicdo de origem do pesquisador: UFSM
Local da Coleta de amostra: Hospital Universitario de Santa Maria, RS
Telefone para contato: (55) 3220-9445

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos
pacientes, cujos dados serdo coletados dos prontuarios e em entrevistas individuais, utilizando
questionarios sobre aspectos psicossociais e alimentacdo dos pacientes selecionados no
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM); comprometendo-se, ainda, a garantir e
preservar as informacdes dos prontuarios e base de dados dos Servicos e do Arquivo Médico
do referido hospital e confidencialidade dos pacientes.

Concordam, igualmente, que estas informac0es serdo para execucdo do presente projeto
e seus desdobramentos de pesquisa. As informacgdes somente poderdo ser divulgadas de forma
andnima, serdo mantidas na UFSM — Avenida Roraima, 1000, Prédio 21, Sala 5015 —
97105.900, por um periodo de cinco anos, sob a responsabilidade do coordenador do projeto,
Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler. Apos este periodo, os dados serdo destruidos.
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFSM em

/ | ,erecebeu o nimero Caae

Santa Maria, de de 20 )

Prof. Dr. VValderi Luiz Dressler

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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APENDICE D - QUESTIONARIO DE CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Questionario de caracterizacdo da amostra

Titulo do Projeto: “METAIS NO SANGUE E SUA CORRELAQAO COM A LEUCEMIA
LINFOCITICA AGUDA”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler

Instituicdo de origem do pesquisador: UFSM

Local da Coleta de amostra: Hospital Universitario de Santa Maria, RS

Telefone para contato: (55) 3220-9445

Nome:

Idade: anos Data de Nascimento: / /
Sexo:  Masculino Feminino

Peso: kg Altura:

Condicéo Clinica:

Vocé pratica esportes com que frequéncia?
[] Nunca [] 2 a 3 vezes por semana

[] 1 vez por semana ] Mais de 3 vezes por semana

Quanto tempo, em média, dura esta atividade fisica?
[] Até 30 minutos

] Entre 30 minutos até 1 hora

[] Superior a 1 hora 62

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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Em média, quanto tempo vocé assiste televisdo ou usa 0 computador ou outro aparelho
eletronico?

[11 hora ao dia ou menos

[]1 -5 horas ao dia

[] 6 horas ou mais ao dia

Quantos dias da semana vocé costuma comer feijao?
[C]Néo tenho habito de comer feijdo
[11 vez por semana 3 vezes por semana

]2 vezes por semana 4 vezes ou mais por semana

Qual tipo de carne vocé mais consome na sua semana?
[]Gado [ Aves
[] Porco [] Peixe

Quando vocé come carne, vocé costuma comer toda a gordura?
[]Sim, na maioria das vezes.

[ IN4o, geralmente tiro o excesso de gordura.

[] Néo, sempre retiro toda a gordura.

Com que frequéncia vocé costuma comer figado bovino ou suino?
[] N&o consumo ] Mais de duas vezes ao més
[] Menos que duas vezes ao més  [_] Ao menos uma vez por més

Com que frequéncia vocé costuma comer frutas e verduras?
(] Néo tenho o habito 12 vezes por semana

[] 1 vez por semana [] 3 vezes por semana ou mais 63

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.



Assinale as frutas/sucos naturais que vocé costuma ingerir durante o ano:

[]Banana []Limédo [_] Abacaxi [] Meldo [[] Maméo
[1Maca [JLaranja []Morango [JMelancia []Manga
Outras:

Vocé costuma comer verduras e legumes cozidos ou apenas lavados e cortados?
] Geralmente cozidos ou servidos em sopa.

] Geralmente apenas lavados e cortados, como salada.

Assinale os legumes e verduras que vOcé mais consome na semana:

[] Alface [] Cenoura [CJAlimentos Integrais ] Lentilha
] Racula [ Beterraba ] Espinafre ] Amendoim
Tomate [] Cebola [] Castanha [C]Abdbora

Outras:

Com que frequéncia vocé costuma ingerir laticinios (leite, iogurte...)

[C] N&o costumo / Sou intolerante [] 3 vezes por semana

[ 1 vez por semana 14 vezes por semana

2 vezes por semana [] 5 vezes por semana ou mais

Assinale os alimentos que vocé costuma consumir regularmente durante a semana:

[] P&o Francés ] Queijo [J Vagem
[] Farinha de Trigo [] Ovos [] Repolho
[ Castanha do Para ] Arroz ] Milho

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM: Av. Roraima, 1000 - 97105-900 - Santa Maria - RS - 2°
andar do prédio da Reitoria. Telefone: (55) 3220-9362 - E-mail: cep.ufsm@gmail.com.
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Vocé costuma comer frutos do mar?
[1Sim, a0 menos uma vez por més. [IN&o costumo comer.

[]Sim, mas apenas em datas especiais.

Vocé costuma usar sal para temperar sua comida?
[1N%o, ndo costumo usar sal. []Sim, em algumas refeicdes.

[]Sim, em todas as refeicdes.

Vocé costuma usar acgucar (ch4, café, suco, sobremesa) ou adogante na alimentacdo?
[INao, néio costumo usar acucar. []Sim, consumo adogante.

[1Sim, consumo agucar.

Com que frequéncia vocé costuma beber refrigerante?
[] Né&o bebo refrigerante [] Ao menos 2 vezes por semana

[C] Ao menos 1 vez por semana [] Mais de 3 vezes por semana

Qual das suas refeigdes vocé definiria como principal ao longo do seu dia?
[] Café da manha [] Café da Tarde
] Almoco [ Janta

Vocé substitui suas refei¢bes didrias por lanches como pastéis, pizzas ou sanduiches?
[ N&o ] Sim, ao menos uma vez por semana.
[] Raramente []Sim, diariamente.
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