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RESUMO

O transtorno pelo uso de &lcool é caracterizado por um consumo excessivo e patolégico de &lcool,
resultando em varias alteracfes sistémicas, como depressdo do sistema nervoso central, desregulacdo de
neurotransmissores (&cido gama-aminobutirico, dopamina, glutamato e serotonina), falhas no
metabolismo hepatico e comprometimento da absorgdo intestinal, entre outros. Estudos farmacoldgicos
que buscam tratar e/ou aliviar os efeitos do transtorno tradicionalmente se concentram em medicamentos
sintéticos que agem sobre neurotransmissores, neuromoduladores e a sinalizagdo neuroimune. Esses
tratamentos podem ter efeitos colaterais e ndo sdo totalmente eficazes na redugéo dos efeitos negativos da
abstinéncia, levando muitas vezes ao abandono das terapias e a recaida. Nesse contexto, os probiéticos
tém sido investigados como uma alternativa para reduzir o consumo e a preferéncia por etanol, bem como
para mitigar os efeitos negativos da abstinéncia sem causar efeitos colaterais. No entanto, hd uma caréncia
de biomarcadores que possam acompanhar a eficicia dos tratamentos, a salde intestinal e a internalizacdo
dos metabdlitos produzidos pelos probidticos. Para usar elementos quimicos como biomarcadores, €é
necessario investigar se hd mudancas em suas concentragdes que se correlacionem com o diagndstico ou
tratamento da doenga. Uma técnica que permite avaliar a concentragdo de véarios elementos de forma
simultdnea e individualizada é a ativagdo neutrdnica pelo método ko. Essa analise multielementar é
realizada em reatores nucleares e envolve a irradiacdo de ndcleos atdbmicos por néutrons, tornando 0s
atomos das amostras radioativos. Esses nlcleos decaem emitindo radiagdo gama, que é medida por
detectores. Essa técnica ndo necessita de padrdes, pois as concentragdes dos elementos sdo calculadas a
partir de constantes especificas para cada radionuclideo, pardmetros espectrais na posi¢do de irradiagdo
no reator e equacdes especificas.

1. INTRODUCAO

Os elementos quimicos sdo essenciais para o desenvolvimento do ser humano, em termos
bioldgicos e fisiol6gicos. Esses elementos estdo ligados com a capacidade de crescimento e
reprodutiva do corpo humano, sendo providos principalmente pela dieta e na capacidade do
desenvolvimento celular, respiragao celular e até mesmo apoptose [1].

Os elementos séo classificados como macroelementos, aqueles que sdo essenciais para vida
humana, e devem ser encontrados em quantidades razoaveis. E os microelementos, que ajudam
no metabolismo de reag¢des enzimaticas. Macroelementos s&o o calcio, fosforo, potéssio, sodio,
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magnésio, ferro, zinco, fldor, estréncio, molibdénio, cobre, bromo, silicio, manganés, aluminio,
chumbo, cadmio, boro, rubidio. E os microelementos sdo o selénio, cobalto, vanadio, cromo,
arsénio, niquel, litio, bario, estanho, mercurio, escandio, zirconio, bismuto, antiménio [2].

O transtorno pelo uso de alcool (Alcohol Use Disorder, AUD) afeta varias vias metabdlicas,
causando condicOes patologicas em érgdos essenciais a sobrevivéncia como cérebro, figado, rim
e coracdo. Devido aos seus efeitos nocivos, o etanol, provindo da bebida alcodlica, é
responsavel direta e indiretamente por um total de 5,3% das mortes no mundo e por 5,1% de
todas as doencas e lesfes. Entre os anos de 2000 e 2019, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), registrou um aumento do consumo de alcool por pessoa entre 9,4L e 11,9L, para o ano
de 2025 é estimado um aumento para 12,7L [3].

Além das patologias que podem ser analisadas por exames sanguineos e de imagem, também ha
desbalanceamento dos elementos quimicos desses 6rgaos, afetando as macros e micromoléculas
gue sdo essenciais para vida do ser humano; porém uma das formas de diagndésticos da AUD € a
analise comportamental do ser humano que podem estar ligados a transtornos psicolégicos.
Assim, considerando as dificuldades associadas ao diagnostico do AUD e acompanhamento dos
recentes tratamentos, sdo necessarios estudos que investiguem novos e biomarcadores
relacionados a doenca. Dessa forma, um biomarcador permite identificar o quanto o tratamento
afetou um 6rgéo especifico [4;5].

Para se aplicar elementos quimicos como biomarcador, é necessario investigar se ha alteragfes
nas suas concentracdes que se correlacionam com o diagndstico ou tratamento da doenca. Uma
técnica que possibilita a avaliagdo da concentracdo de varios elementos simultaneamente de
forma individualizada é a ativagao neutronica sendo o método ko, 0 mais eficiente [6].

Nesta pesquisa, foi desenvolvido um modelo animal que ap6s ter sua dieta rica em acgucar e
gordura denominada HSB (High Sugar and Butter) pela qual desenvolvem compulsdo
substituida por uma dieta padrdo e serem submetidos ao paradigma da livre escolha por etanol,
apresentaram alto consumo e preferéncia pela bebida. Assim, o presente estudo objetiva
identificar elementos quimicos que poderdo representar novos biomarcadores no figado para o
alto consumo de etanol, para os efeitos da administracdo de linhagens probioticas utilizadas na
tentativa de reverter esse comportamento, utilizando como base o modelo animal desenvolvido
pelo grupo de pesquisa. Os resultados desse estudo poderdo permitir o estabelecimento de novas
formas de diagnosticar e individuos com AUD, o0 que representaria um avango na pratica clinica
envolvendo a terapia de doencas de origem comportamental.

Para a determinacéo dos elementos quimicos, foi aplicada a técnica analitica nuclear de ativacéo
neutrdnica, utilizado o reator nuclear de pesquisa TRIGA Mark I IPR-R1, localizado no Centro
de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, Belo Horizonte.

2. METODOLOGIA
Animais

O modelo animal em estudo constou de 12 camundongos machos livres de patdgenos
especificos, com seis semanas de idade, que foram fornecidos pelo Biotério da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os camundongos foram alojados individualmente em mini-
isoladores em um rack ventilado (ALESCO, S&o Paulo, Brasil) sob um ciclo claro/escuro de
12h/12h e acesso irrestrito a &gua e comida. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética para



Semana Nacional de Engenharia Nuclear e da Energia e Ciéncias das Radiagées — VIl SENCIR
Belo Horizonte, 12 a 14 de novembro de 2024

uso animal (CEUA), da UFMG (protocolo n® 73/2021) e todos os esforcos foram feitos para
minimizar o sofrimento animal.

Desenho Experimental

Os camundongos tiveram dietas baseadas em alto nivel de agUcar e gordura pela qual
desenvolvem compulséo substituida por uma dieta padréo e foram submetidos ao paradigma da
livre escolha por etanol. Apds a eutanasia, os figados foram coletados para o presente estudo e
liofilizados.

Anadlise por Ativacdo Neutronica

Os figados ja liofilizados foram pesados em balanca analitica ja acondicionados em frascos de
polietileno adequados para a irradiagdo. As amostras e monitores foram irradiados por 6 horas
no reator de pesquisa TRIGA Mark | IPR-R1 no CDTN, poténcia de 100kW e fluxo médio
térmico de 6,35x10"! néutrons cms 1 na mesa giratéria e parametros espectrais f (razdo entre o
fluxo térmico e epitérmico) igual a 22,32, e a (medida do perfil de néutrons epitérmicos na
posicéo de irradiagdo) igual a -0,0022 [7;8]. Junto as amostras, monitores de Al-(0,1%) Au (liga
certificada IRMM-530R fornecida pelo Institute for Reference Materials and Measurements,
Bélgica [9], foram colocados de forma intercalada com as amostras. Como controle de
qualidade do método, uma aliquota da amostra de Referéncia Certificada NIST 1577b, Bovine
Liver, foi preparada de forma semelhante as amostras e irradiada junto elas.

Apés a irradiacdo, as amostras, material certificado e monitores foram submetidos a
espectrometria gama em espectrdmetro gama composto de detector HPGe (CANBERRA) com
50% de eficiéncia nominal, eletrdnica associada e microcomputador. As amostras de figado e a
amostra de referéncia certificada foram submetidas a espectrometria gama por trés vezes, sendo
a primeira dois dias ap6s a irradiacdo (para determinar os radionuclideos de meias vidas
menores do que 2 dias), a segunda ap6s uma semana de irradiacdo (para determinar 0s
radionuclideos com meias vidas entre 3 e 7 dias) e, por Gltimo, apés 3 semanas da data de
irradiacdo, para determinar os radionuclideos com meias vidas maiores do que 10 dias. Os
espectros gama foram adquiridos pelo software Genie 2000 (CANBERRA) e posteriormente
deconvoluidos com o programa HyperLab [10]. Os calculos das concentracfes elementares
foram executados com o software Kayzero for Windows [11].

Os resultados experimentais da amostra de Referéncia Certificada NIST 1577b, Bovine Liver
[12] foram submetidos a avaliacdo estatistica En,-score [13] em relacdo aos valores certificados.
O critério de avaliagdo |En| < 1 indica que os resultados tém 95% de probabilidade de se
encontrarem dentro da faixa de valores corretos (intervalo de confianga) e que o método de
analise aplicado € adequado. Se |Eq| > 1, significa que os resultados ndo séo satisfatorios.

Para determinar se 0 método analitico foi realizado de maneira satisfatoria, é necessario aplicar
testes estatisticos para confirmacédo, e nesse trabalho foi calculado o Es-score. O En leva em
consideracdo a incerteza expandida da analise do experimento e o0s valores que sdo ja
certificados da amostra padrdo com um fator de confianca igual k=2 (95% do intervalo de
confianga). As equagdes aplicadas para o célculo do E, foram:

_ Val u eExperimental _Val u eAssigned

n=
2 2
\/ U Experimental + U Assigned

1)
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Onde Ugxperimental € Uassigned S80 as expansodes das incertezas (k=2) dos resultados experimentais e
do resultado atribuido, respectivamente, e

U Experimental — 2 uLab_(:omb )

2 2
uLab_Comb = \/uAREA + umethod (3)

onde uarea € a incerteza da area liquida sob o pico gama de interesse e Umstwodo € @ incerteza total
do ko-NAA estabelecido no CDTN/CNEN como 3,5% com um fator de cobertura de k=1. Este é
o valor recomendado pelo software Kayzero for Windows®.

3. RESULTADOS

A Tab. 1 mostra os valores experimentais e certificados da amostra NIST 1577b e os resultados
da avaliacdo estatistica.

Tab. 1. Valores experimentais e certificados da amostra de referéncia certificada NIST 1577b
[12] e os resultados da avaliacdo estatistica Ex-score [13]

NIST 1577b, Bovine Liver
Elementos | Valores Experimentais | Valores Cerificados | En-score
(mg kg™) (mg kg)
Br 9,48 £ 0,34 9,7 -
Co 0,27 £0,01 (0,25) -
Fe 189+8 184+15 0,32
Mo 3,54 +£0,23 35+0,3 0,07
Rb 123+£0,5 137+£11 0,91
Sh 0,028 + 0,003 (0,003) -
Se 0,78 £ 0,09 0,73+ 0,06 0,26
Zn 118+ 4 127+ 16 0,47

(), Valores Informativos

Observa-se que os resultados da avaliacdo estatistica En-score sdo todos menores do que 1,
indicando que o método ko de ativacdo neutrbnica aplicado esta adequado para a determinacédo
das concentracgGes elementares em um material bioldgico, objeto deste estudo.

A caracterizacdo elementar das amostras de figado de camundongos realizada pela técnica de
ativacdo neutrénica via método ko, indicou a presenca de elementos ja reportados em figado de
humanos do grupo AUD [2] na literatura. Os elementos quimicos determinados e citados nas
referéncias bibliogréficas [1;2] incluem: Fe, K, Na, Se e Zn. Os mesmos elementos foram
encontrados neste trabalho, porém tendo como diferencial o Rb e 0 Mo, que pertencem ao grupo
dos macroelementos. A Tab. 2 mostra os elementos encontrados nas amostras analisadas e suas
concentragdes médias.

Tab. 2. ConcentracGes médias dos elementos encontrados nas amostras.

Elemento | Concentracdo média
(mg kg)
Br 1,21

Co 0,11
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Fe 244,1
Mo 2,18
Rb 4,1

Sh 0,08
Se 3,05
Zn 108,9

Para discussdes sobre os elementos encontrados nas amostras, serdo necessarias a amostragem e
a analise quimica similar do padrdo de figado de camundongos. Esta etapa da pesquisa, assim
como de outro grupo de camundongos submetidos a AUD, ja se encontra em desenvolvimento.

4. CONCLUSAO

Este estudo estda em fase inicial, mas os resultados encontrados sdo promissores. Quanto ao
método analitico aplicado nesse trabalho, ativacdo neutrénica via método ko, este se mostrou
adequado para a determinacdo de elementos quimicos nas amostras de figado de camundongos.
Isso foi demonstrado na avaliacdo estatistica En-score realizada em amostra de referéncia
certificada de figado bovino.
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