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Doenças da próstata, tais como câncer de próstata (CaP) e hiperplasia benigna da 

próstata (HPB) são os problemas de saúde mais frequentes em homens que passaram da 

meia-idade. Muitos elementos químicos desempenham um papel fundamental em 

diversos processos biológicos como ativadores ou inibidores da atividade celular e 

enzimática. O objetivo deste trabalho foi estudar a distribuição química elementar em 

tecidos de próstata normais e em esferóides derivados de células de próstata humana 

com CaP e HPB e analisar as diferenças na resposta ao tratamento com zinco em 

esferóides celulares de CaP e HPB. As medidas foram realizadas utilizando a técnica de 

microfluorescencia de raios X (μXRF) na linha de luz XRF do Laboratório Nacional de 

Luz Síncrotron (LNLS), em Campinas, Brasil, utilizando um feixe branco com energia 

máxima de 20 keV para excitação e um detector Si (Li). O experimento foi realizado em 

geometria padrão (45 ° x 45 °), usando um sistema convencional de colimação por 

fendas ortogonais para análise do tecido e ótica capilar para análise dos esferóide. Os 

resultados da análise de tecido mostraram que a maioria dos elementos analisados 

apresentou distribuição não uniforme para as diferentes áreas da próstata examinadas. 

Os resultados dos esferóides analisados mostraram que todos os elementos analisados 

apresentaram distribuição não uniforme em áreas diferentes dos esferóides analisados. 
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Prostate gland diseases such as Prostate cancer (PCa) and Benign prostate 

hyperplasia (BPH) are the most frequently health problems in men past middle age. 

Many chemical elements play an essential role in a number of biological processes as 

activators or inhibitors of cellular and enzymatic activity. The aims of this work was to 

study the chemical elemental distribution in normal prostate tissues and in spheroid 

derived human prostate cells with cancer and BPH and analyze the differences in the 

response to treatment with Zinc in PCa and HPB cell spheroids. The measurements 

were carried out using X-ray microfluorescence (µXRF) technique in the XRF beam 

line at the Synchrotron Light National Laboratory (LNLS), in Campinas, Brazil, using a 

white beam with maximum energy of 20 keV for excitation and a Si(Li) detector. The 

experiment was performed in standard geometry (45° x 45°), using a conventional 

system collimation orthogonal slits to tissue analysis and optical capillary to spheroid 

analysis. The results of the tissue analysis showed that most elements analyzed 

presented non-uniform distribution for the different areas of the prostate examined. The 

results of the spheroids analyzed showed that all the elements analyzed presented non-

uniform distribution in different areas of the spheroids analyzed. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO 

 

Este trabalho de tese visa fornecer informações para um melhor entendimento sobre 

as patologias ocorridas na próstata, como o Câncer prostático (CaP) e a Hiperplasia 

Prostática Benigna (HPB) através da investigação da distribuição de elementos traços 

em tecido de próstata e in vitro. 

Em termos de valores absolutos, o câncer de próstata é o sexto tipo de câncer mais 

comum no mundo e o mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total 

de câncer. As taxas de incidência desse tipo de câncer são cerca de seis vezes maiores 

nos países desenvolvidos, comparados aos países em desenvolvimento. No Brasil, o 

câncer de próstata é a segunda neoplasia mais freqüente nos homens, ficando atrás dos 

tumores de pele não melanoma (INCA, 2009). O número de casos novos de câncer de 

próstata estimado para o Brasil no ano de 2012 é de 60.180. Estes valores correspondem 

a um risco estimado de 62 casos novos a cada 100 mil homens (INCA, 2011). No 

Estados Unidos, este tipo de câncer é responsável por cerca de 28.170 das mortes e 

estima-se que em 2012 foram diagnosticados 241.740 novos casos (CANCER FACTS 

& FIGURES 2012, 2012). Em geral, a sobrevida média mundial estimada em cinco 

anos é de 58%. Nos países desenvolvidos, essa sobrevida passa para 76% e nos países 

em desenvolvimento 45% (INCA, 2009). 

A HPB é a doença urológica de maior prevalência em homens com idade superior a 

50 anos, alcançando 90% de incidência depois da nona década de vida. A HPB é 

caracterizada por um crescimento tumoral benigno que resulta na hiperplasia do estroma 

e do tecido glandular, causando entre outros sintomas, fluxo urinário fraco, nocturia, 

infecção urinária, retenção urinária e consequentemente limitações em atividades sociais 

(LEE e BUSHMAN, 1995). 

A análise através da distribuição bidimensional e da estrutura eletrônica de 

determinados elementos traços em tecidos biológicos é muito importante e foi tema de 

estudos recentes (KWIATEK et al., 2004a, 2008b, IDE-EKTESSABI et al., 2004, 

FARQUHARSON et al., 2007). Os mapas de elementos (mapeamento químico) são 

muito úteis para compreender certos processos que ocorrem em amostras heterogêneas 

de origem industrial, geológicas, arqueológicas, biológicas e ambientais. A análise da 
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estrutura eletrônica de certos elementos pode prover informações sobre os fenômenos 

químicos associados a processos carcinogênicos. 

A participação do zinco em processos biológicos da próstata já foi descrita em 

diversos trabalhos (COSTELLO et al., 2006, FRANKLIN et al.,2005, MILACIC et al., 

2008, SLIWINSKI et al., 2009, SONG et al., 2010). Estudos mostraram que a 

distribuição de zinco na próstata não é uniforme e que sua concentração diminui em 

tecidos com CaP e aumenta em tecidos prostáticos com HPB (ZAICHICK et al., 1997, 

VARTSKY et al., 2003). Vários estudos mostraram que o ferro pode ter algum papel no 

desenvolvimento de tumores cancerígenos. O ferro é integrante de diversas proteínas e 

enzimas e participa do crescimento e desenvolvimento da célula (MAJEWSKA, et al., 

2007). Outro elemento fundamental no funcionamento das células da próstata é o 

enxofre. O enxofre e seus ligantes estão envolvidos em muitos processos importantes 

como replicação, transcrição e tradução do material genético (KWIATEK et al., 2008). 

Este trabalho tem como objetivo principal analisar a distribuição bidimensional 

elementar de certos elementos em tecido prostático de indivíduos sem patologias 

prostáticas e em esferóides celulares estabelecidos a partir de biópsias prostáticas de 

portadores de câncer de próstata e de hiperplasia prostática benigna (HPB). A μXRF 

vem sendo utilizada pelo fato de ser uma ferramenta poderosa na análise de elementos 

traços em tecidos biológicos. Os mapas elementares obtidos através da μXRF podem ser 

utilizados para identificar células, tecidos, ou inclusões que têm concentrações de 

metais distintas em amostras biológicas. As principais vantagens da utilização da μXRF 

são: baixa energia de dissipação e praticamente nenhum dano térmico na amostra a ser 

analisada, não existe perda de elementos voláteis, logo não há necessidade de vácuo e 

baixo background, resultando em melhores limites de detecção (SERPA 2007). 

Os objetivos específicos são: 

1. Analisar tecidos prostáticos de indivíduos normais (grupo controle) através da 

técnica de μXRF para obter quantitativamente e qualitativamente o mapa 

bidimensional da distribuição elementar química, 

2. Analisar esferóides celulares derivados de células prostáticas obtidas de biópsias 

de portadores de CaP e HPB através da técnica de μXRF para obter 

qualitativamente o mapa bidimensional da distribuição elementar, de modo a 

analisar a interação dos diferentes tipos celulares presentes e a distribuição dos 

elementos químicos. 
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3. Analisar as diferenças na resposta ao tratamento de Zinco em esferóides 

celulares de CaP e controle através da técnica de microfluorescência de Raios X 

(μXRF). 
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CAPÍTULO II 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

II. 1 – Determinação de elementos traços em amostras biológicas. 

Durante as últimas décadas, a análise de elementos em campos tão diferentes como 

a medicina, biologia e ciências ambientais tem sido bem estabelecida (EKINCI e 

INGEÇ 2008). Elementos traço (Oligoelementos) desempenham um papel significativo 

nos processos biológicos. Eles são capazes de afetar a saúde humana, competindo com 

elementos essenciais para sítios de ligação disponíveis e pela ativação ou inibição de 

reações entre enzimas metabólicas (AL-EBRAHEEM et al., 2009). 

Atualmente, existem várias técnicas bem estabelecidas para determinar as 

concentrações de elementos-traço em tecidos humanos, tais como fluorescência de  

raios X induzida por próton (PIXE) (KUBALA – KUKUS et al., 1999, RAJU et al., 

2006) análise por ativação neutrônica instrumental (INAA) (NG et al., 1997, 

ZAICHICK et al., 2004, EBRAHIM et al., 2007), espectrometria de massas com fonte 

de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (MILLOS et al., 2008) Atomização por 

Forno de grafite e Atomização por Chama (GFAAS e FFAAS respectivamente) 

(SIDDIQUI et al., 2006), fluorescência de raios X por dispersão de energia (EDXRF) 

(GERAKI et al., 2002, 2004, POLETTI et al., 2004, SILVA et al., 2008) e 

Fluorescência de Raios X por reflexão Total (TXRF) (BENNINGHOFF et al., 1997, 

MAJEWSKA et al., 1997, 1999, 2007, KUBALA – KUKUS et al., 2007, SILVA et al., 

2009). 

A XRF é um método analítico que tem sido muito utilizado, pois se trata de uma 

técnica não destrutiva que possibilita a análise multielementar em uma única medida e 

permite uma avaliação qualiquantitativa da composição química de vários tipos de 

amostras biológicas. A análise através da técnica XRF tem sido descrita por muitos 

autores na análise de amostras de tecidos biológicos para investigar a influência de 

elementos traços no desenvolvimento de neoplasias, principalmente em processos 

carcinogênicos (KUBALA – KUKUS et al., 1999, 2007, CHWIEJ et al., 2005). Usando 

EDXRF, os níveis de Pb, K, Ca, Cu Fe, Zn, Br, Rb, Sr, e As foram determinados na 

urina de 937 trabalhadores expostos a altos níveis de ingestão de Pb em seis diferentes 

situações de trabalho (THI HONG et al., 1996). Usaram a XRF para determinar a 

concentração de Zinco em amostras de tecido de próstata com HPB e com câncer 
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prostático (ZAICHICK et al., 1997, 2004, VARTSKY et al., 2003, SHILSTEIN et al., 

2006). Amostras de tecido de pulmão humano maligno e benigno foram analisadas por 

dois métodos complementares, ou seja, PIXE e TXRF (KUBALA KUKUS et al., 1999). 

A possibilidade de utilizar EDXRF e a análise por Fluorescência de Raios X com 

Radiação Síncrotrom (SRXRF) para a medição do teor de elementos traço no cabelo das 

mulheres com hiperplasia mamária e câncer foi demonstrada (KOLMOGOROV et al., 

2000). Amostras de tecido de mama normais e com câncer foram analisadas utilizando 

um sistema de XRF (GERAKI e FARQUHARSON, 2001, GERAKI et al., 2004). 

Técnicas de EDXRF foram usados para analisar pedras da vesícula biliar (EKINCI e 

AHIN, 2002).. Concentrações dos elementos presentes no câncer de pulmão 

esquizofrênico, e sangue de pacientes leucêmicas foram determinados utilizando o 

método de EDXRF (EKINCI e EKINCI, 2004). Utilizaram a TXRF para determinar as 

concentrações de Fe, Cu, Zn e Se em amostras de tecidos malignos e benignos de 

mama, pulmão e cólon (MAJEWSKA et al., 2007). A TXRF foi utilizada para estudar 

as concentrações elementares em tecidos de mama humana (tecidos normais, tecidos 

benigno, tecidos malignos e tecidos normais adjacentes a tecidos malignos) e realizaram 

um estudo comparativo (KUBALA – KUKUS et al., 2007, SILVA et al., 2009). 

MAGALHÃES et al., (2010) utilizou TXRF para analisar os tecidos saudáveis e 

cancerígenos de um mesmo indivíduo ao longo de várias seções contíguas fina de cada 

tecido: mamário, intestino e estômago. CANELLAS et al., (2012), utilizou TXRF para 

analisar o soro de pacientes com anemia falciforme (AF) e de indivíduos saudáveis. 

Foram identificados os elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br e Rb. Foi encontrado 

um aumento de Fe e na relação Cu/Zn em amostras de soro de pacientes com AF. Eles 

concluíram que a investigação das concentrações dos elementos Fe, Cu, Zn e Cu/Zn 

podem ser capazes de ajudar em estudos sobre o desenvolvimento de AF. 

A distribuição e ambiente químico local de metais e não-metais em tecidos e 

células fornecem informações importantes para o conhecimento estrutural e funcional 

de qualquer tipo de organismo. Para obter informações sobre as espécies químicas, bem 

como as suas concentrações e locais é crucial para a compreensão de suas funções 

biológicas e processos metabólicos (WU e BECKER, 2011). O emprego da 

microfluorescência de raios X possibilita a determinação de uma variedade de 

elementos químicos em amostras de dimensões diminutas, inclusive permitindo a 

verificação da distribuição espacial dos mesmos. Entretanto, a determinação de 

elementos em níveis diminutos (ng/g), empregando suas radiações características, 
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requer uma fonte e raios X muito intensos. Este requerimento tem como finalidade 

evitar problemas severos de correção de fundo, principalmente aqueles gerados a partir 

da emissão de elétrons secundários. Tal problema pode ser evitado ao se empregar uma 

fonte de raios X extremamente intensa, como as encontradas em laboratórios de luz 

síncrotron (JANSSENS et al., 2000). 

Mais recentemente, radiação síncrotron com base em microscopia fluorescência de 

raios X (µXRF) tem demonstrado ser uma porta promissora para a obtenção de imagens 

elementares a nível celular (DILLON et al., 2003, KEMNER et al., 2004, PAUNESKU 

et al., 2003, TWINING et al., 2003). Neste sentido, o emprego de radiação síncrotron e 

microfluorescência de raios X (μSRXRF) abre inúmeras oportunidades para 

determinação e/ou mapeamento de elementos químicos em amostras com diferentes 

propriedades físicas (ADAMS et al., 1998). A primeira micro sonda de fluorescência de 

raios X acoplada à radiação síncrotron foi proposta em 1972 por Horowitz e Howell, e 

atualmente diversas aplicações de micro sondas são encontradas na literatura (AL-

EBRAHEEM et al., 2009a e 2010b, GUERRA et al., 2010, KASTYAK et al., 2010, 

ZIMMER et al., 2011). 

Desde então, varias aplicações envolvendo μSRXRF tem sido realizadas, dentre 

elas destacam se as aplicações em pesquisa médica. Isto é resultado do fato que este 

método possibilita a investigação das mudanças da composição elementar a nível 

celular (BOHIC et al., 2001, SUGIMOTO et al., 2004, SZCZERBOWSKA-

BORUCHOWSKA et al., 2004), o que é particularmente importante, pois os processos 

bioquímicos patológicos ocorrem a um nível de escala micro e submicro. 

Adicionalmente, há evidências fortes que metais ou íons de metais estão diretamente 

associados com a etiologia ou manifestação de muitas patologias (BUSH et al., 2000, 

CAMPBELL et al., 2001, TAKEDA et al., 2003, KAUR et al., 2004). FLINN et al., 

(2005), examinaram através da técnica μSRXRF a influencia na memória de ratos do 

uso de suplementos de zinco em água durante os períodos de 3 ou 9 meses. A μSRXRF 

foi utilizada para analisar as diferenças na distribuição elementar de certos elementos 

em fatias de cérebro de ratos Wistar normais com o objetivo de ajudar a elucidar os 

mecanismos e os efeitos dos oligoelementos nas funções cerebrais. μSRXRF pode 

determinar as alterações nas concentrações desses elementos sob condições normais e 

patológicas, que fornece informação útil sobre a fisiologia e patologia do cérebro 

(FENG et al., 2005). 
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CHWIEJ et al., (2005). Estudaram os resultados obtidos por μSRXRF utilizando 

diferentes métodos de preparação de amostra, para analisar a influência do processo de 

fixação e do processo de emblocamento em parafina. Para estes estudos foram utilizadas 

amostras de cérebro de rato. Foi observada a diminuição de massa por unidade de área 

de K, Br e o aumento de P, S, Fe, Cu e Zn no tecido como resultado do processo de 

fixação. Para as amostras embutidas em parafina, foi observado um nível mais baixo da 

maioria dos elementos. 

TOMIK et a.l (2006), realizaram uma investigação utilizando μSRXRF para a 

determinação da composição elementar de tecido cerebral (massa cerebral), células 

nervosas e tecidos da espinha que representam três casos de ALS (esclerose lateral 

amiotrófica) e cinco controles (não-ALS). Na análise das seções dos tecidos foram 

encontrados os seguintes elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn e Br. Foi achada uma 

alta concentração dos elementos Cl, K, Ca, Zn e Br em células nervosas comparando 

com o tecido vizinho. Os resultados de análise quantitativa mostraram que não havia 

nenhuma anormalidade geral na acumulação elementar entre o ALS e o grupo de 

controle. Porém, para casos de ALS individuais foram observadas tais anormalidades 

para as células de nervosa. Também demonstraram diferenças na acumulação elementar 

entre os casos de ALS analisados. 

FARQUHARSON et al., (2007), descreveram um estudo sobre a distribuição 

espacial dos elementos Cl, Ca, K, P, S, Ti, Fe, Cu e Zn em tecido de mama com câncer 

com foco principal no cobre e foco secundário no ferro e zinco utilizando μSRXRF.  

Através dos resultados obtidos, a μSRXRF mostrou-se satisfatória, pois apresentou 

mapas elementares com boa resolução na distribuição elementar. 

AL-EBRAHEEM et al., (2009), Mediram os níveis relativos de K, Fe, Cu e Zn, em 

condições normais e malignas no fígado e no tecido renal, bem como o mapeamento de 

micro-elementos-traço em carcinoma ductal invasivo de tecido de mama, com objetivo 

de identificar as diferenças em níveis de traço entre o tecido normal e cancerígeno e 

correlacionar a deficiência ou excesso observado na carcinogenesis. Os resultados para 

a distribuição de elementos em tecidos de mama, indicaram uma forte correlação entre a 

localização dos pólos da célula cancerosa e as áreas de elevado teor de metais de Zn, Fe, 

Ca e Cu. No entanto, os mapas das distribuições elementar de Fe em amostras de outras 

manifestações mostraram comportamento inverso. O cobre tem sido de particular 

interesse no estudo do tecido mamário devido à sua contribuição para a angiogênese. 
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KASTYAK et al., (2010), Estudaram alterações bioquímicas por Síncrotron 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (sFTIR) e µXRF nas 

regiões do sistema nervoso central (SNC) de seis portadores de esclerose lateral 

amiotrófica (ALS) e três não-degenerado (controle) com o objetivo de avaliar a 

ocorrência e distribuição de cristais de creatina. Foi encontrado depósitos heterogêneo 

na medula espinhal, tronco cerebral e no córtex do neurônio motor em dois casos ALS. 

A assinatura FTIR de creatina foi identificada nesses depósitos e em grande depósitos 

não pigmentados em quatro dos casos de ALS. Os elementos Ca, K, Fe, Cu e Zn, 

conforme determinado por µXRF, não foram correlacionados com os depósitos 

pigmentados, no entanto, houve uma maior incidência de hot spots (Ca, Zn, Fe e Cu) 

nos casos de ALS. A identidade dos depósitos pigmentada permanece desconhecida, 

embora a ausência de Fe argumenta contra os eritrócitos e neuromelanin. Eles 

concluíram que os depósitos de elevação da creatina podem ser indicadores de 

processos oxidativos disfuncionais, em alguns casos ALS. 

BRADLEY et al., (2010), realizaram um estado-da-arte de técnicas de radiação 

ionizante, incluindo micro fluorescência de raios X com radiação síncrotron (µ-SRXRF) 

mapeamento de retroespalhamento Rutherford (µ -PIXE/RBS), baixo ângulo de 

espalhamento coerente de raios X (cSAXS) e de imagem de raios X de contraste de 

fase, disponibilizando informações elementares sobre make-up, a organização em 

grande escala de colágeno e características anatômicas de moderada e baixo número 

atômico. Analisaram a correspondência entre a absorção de elementos e dos tecidos 

afetados e a progressão da doença. 

GUERRA et al., (2010), determinaram por por µSRXRF a distribuição espacial de 

chumbo e de cálcio no esmalte e na dentina de dentes primários doados por crianças que 

vivem em uma área sabidamente contaminada por chumbo. Foi observado que o nível 

de significância de Pb foi alto na superfície do esmalte. Além disso, Pb / Ca diminui de 

intensidade a partir da superfície do esmalte à dentina circumpulpar. Esses resultados 

podem ajudar esclarecer como os níveis de chumbo na superfície do esmalte estão 

relacionados com o contexto ambiental. 

O Laboratório de Instrumentação Nuclear (LIN/COPPE/UFRJ) tem realizado 

estudos utilizando SRXRF para a determinação da distribuição elementar em amostras 

biológicas. 

ANJOS et al. (2004), utilizaram a µSRXRF para estudar a distribuição elementar 

de Ca, Zn e Sr ao longo das regiões, esmalte, dentina e polpa de dentes humanos. Os 
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resultados mostraram que a verificação do mapa de distribuição de Ca, Zn e Sr em todas 

as amostras analisadas eram muito semelhantes. 

PEREIRA et al (2007a, 2007b, 2007c) desenvolveram um sistema de 

microtomografia por fluorescência de raios X (XRFCT) no Laboratório Nacional de 

Luz Síncrotron (LNLS) e analisaram amostras de tecido humano com câncer de 

intestino e de mama. Foi possível ver a distribuição elementar de cobre, ferro e zinco 

nas amostras analisadas. 

ROCHA et al., 2007 analisaram amostras de tecido da mama através das técnicas 

de Imagem Melhorada por Difração (DEI) e XRFCT. A analise por XRFCT mostrou a 

distribuição elementar de cobre, ferro e zinco. 

PEREIRA et al (2008, 2009a, 2009b, 2010) usaram XRFCT para estudar a 

distribuição elementar em diferentes amostras de tecido humano com e sem 

malignidade. Eles utilizaram dois diferentes algoritmos para reconstrução de imagens: 

um algoritmo comum usado em CT, e o algoritmo MKCORR para correções de 

absorção. Utilizaram diferentes tipos de feixe quasemonocromatico. A comparação das 

imagens de XRF reconstruídas com algoritmos diferentes apresentaram as mesmas 

características. Mas, na análise dos perfis, foi observada uma grande diferença na 

intensidade entre o algoritmo sem correções de absorção e o algoritmo com correção de 

absorção. Concluíram que utilizando um feixe quasemonocromatio de 12 keV, obtém-se 

uma imagem com valor estatístico superior, com menos defeitos radiais, e dentro de um 

tempo mais curto de medição, em comparação com o uso do feixe monocromático de 

9,8 keV. Eles mostraram que a concentração de Fe, Cu e Zn é maior em amostras com 

tumor do que em amostras saudáveis. 

SERPA et al. (2008) determinaram através da técnica µSRXRF as distribuições de 

Zn, Fe e Cu em secções coronais de cérebros de ratas Wistar de diferentes idades e 

realizaram um estudo para associar as distribuições destes elementos e os mecanismos 

químicos do cérebro que induzem algumas doenças neurológicas. 

LIMA et al. (2008a, 2010) empregaram as técnicas µSRXRF e  micro tomografia 

computadorizada 3D (micro-CT) para caracterização de estruturas ósseas da cabeça 

femoral e as regiões corticais e trabecular de ratas wistar controle e submetidas a 

ovariectomia. Os resultados por µSRXRF mostraram a distribuição bidimensional 

elementar do enxofre, fósforo e cálcio para região trabecular e cortical. Em outro 

trabalho Lima et al., (2008b) utilizaram a técnica µSRXRF para investigar a alteração 

da composição mineral óssea em ratos sadios e em ratos com hipertiroidismo induzido. 
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Apresentaram a distribuição de P, S, K, Ca, Zn e Sr para os dois grupos controle e 

hipertiroidismo. Mostraram também que houve uma redução na espessura cortical e 

trabecular. 

Em estudos recentes (PEREIRA et al., 2011, 2012) utilizaram a microtomografia 

por fluorescência de raios X (XRFµCT) para determinar a distribuição elementar de 

ferro, cobre e zinco em amostras biológicas. A técnica XRFµCT permitiu a visualização 

tridimensional da distribuição elementar, sem danificar o material e forneceu uma 

análise qualitativa e quantitativa dos tecidos biológicos analisados. 

SALES et al., (2012) combinou as técnicas de microtomografia de raios X (µCT) e 

µXRF para avaliar a qualidade da micro arquitetura interna de tecidos ósseos. Os 

resultados por µXRF mostraram as distribuições de que o cálcio, zinco e estrôncio. Os 

resultados mostraram que µCT e µXRF provaram serem técnicas alternativas e 

complementares para estudar a qualidade das estruturas ósseas. 
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CAPÍTULO III 

 

FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

III. 1 – A Próstata 

A próstata é a maior glândula acessória do sistema reprodutor masculino. Ela 

produz parte do fluido seminal. Durante a ejaculação, o fluido seminal, como parte do 

sêmen, ajuda no transporte dos espermatozoides. A próstata é um órgão sólido, com 

massa em torno de 20 gramas, encontra-se ao redor da uretra masculina, entre a bexiga e 

o diafragma vesical. Uma camada fina de tecido conjuntivo envolve a próstata. A 

glândula prostática se liga à sínfise púbica pelo ligamento puboprostático e é separada 

do reto, posteriormente, pelo septo retrovesical (ou fáscia de Denovillier) o qual se une, 

acima pelo peritônio e abaixo, pelo diafragma urogenital. Na extensão póstero-superior 

da próstata localizam-se as vesículas seminais e os vasos deferentes, enquanto que na 

face anterior, encontram-se o complexo venoso dorsal. Delineadas pelos músculos 

levantadores do ânus estão às margens laterais da glândula, formando o sulco lateral 

prostático (MCNEAL,1972a, 1988b, SALVAJOLI et al., 1999, NICKEL 1999). A 

Figura 3. 1. ilustra a localização da próstata e suas relações com outros órgãos. 

Histologicamente, a próstata é constituída de músculo liso, tecido glandular e tecido 

conjuntivo. A próstata é composta de estroma fibromuscular e 30-50 glândulas que se 

abrem na uretra, lateralmente ao verum montanum, através de 15 a 30 ductos excretores. 

A glândula normal apresenta variações na quantidade de estroma e epitélio nas 

diferentes zonas ou regiões: a chamada próstata interna é composta pelas zonas de 

transição e pelas glândulas periuretrais, rica em estroma, enquanto que a chamada 

próstata externa é composta pela zona periférica, rica em tecido epitelial (LEE et al., 

1995, MCNEAL, 1990). 

A próstata foi dividida por MCNEAL (1988) em quatro áreas morfológicas, 

denominadas zonas, são elas: zona periférica (70% da glândula), zona de transição 

(2%), zona central (20%), e zona fibromuscular anterior (8 a 30%). 
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Figura 3.1. Ilustração da localização da próstata e de suas relações com outros 

órgãos (NCI, 2011). 

 

A principal função da próstata é a produção do líquido prostático; este fluido, como 

parte do sêmen, facilita o transporte, ajuda nutrir e proteger os espermatozoides durante 

a ejaculação. É levemente ácido (pH 6.5) e contém várias substâncias biológicas 

importantes como: frutose, ácido cítrico, espermina, prostaglandinas, zinco, proteínas e 

enzimas específicas, como as imunoglobulinas, proteases, estearases e fosfatases (FAIR 

e CORDONNIER, 1978, WEIDNER et al., 1991, ZAICHICK et al., 1996, WALSH et 

al., 2002). Entre elas o PSA (Antígeno Prostático Específico) que provou ser de grande 

importância para o diagnostico do Câncer de Próstata. O PSA é uma glicoproteína, que 

atua como uma protease serina, contém 7% de carboidratos e é achado quase que 

exclusivamente nas células epiteliais prostáticas. Seu papel principal é manter o sêmen 

líquido (NEAL et al., 1992, NICKEL 1999, WATT et al., 1986). 
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O tamanho e função da próstata são regulados por hormônios. Um dos principais 

hormônios é a testosterona (T), que deve ser convertida no interior da próstata no 

androgênio ativo di-hidrotestosterona (DHT). Estes são de grande importância no 

crescimento e funcionamento da glândula prostática (CARLSON e 

KATZENELLENBOGEN, 1990, DESLYPERE et al., 1992). 

A próstata é sede de várias patologias. Entre elas, destacam-se os processos 

inflamatórios, infecciosos ou não, denominados de prostatites, o aumento benigno da 

zona de transição da glândula, chamado de Hiperplasia Prostática Benigna e o Câncer 

de Próstata (TORRES et al., 2003). A figura 3.2 mostra a ilustração anatômica da 

próstata dividida em zonas e a disposição das doenças da próstata por zona. 

 

 

Figura 3.2. Esquema geral da distribuição das zonas do tecido prostático e suas 

relações com as patologias da glândula (GLAESSGEN, 2008). 
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III. 1. 1 - Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) 

A HPB é a doença urológica de maior prevalência em homens com idade superior a 

50 anos (BENDHACK e DAMIÃO, 1999). Resultados advindos de necropsias 

demonstram que a prevalência da HPB, com base no diagnóstico histológico, aumenta 

progressivamente com a idade. A HPB já está presente em indivíduos a partir dos 30-40 

anos, sendo que na quinta década é demonstrável em cerca de 30% dos homens e atinge 

cifras de 90% na nona década de vida (BERRY et al., 1984). 

A HPB caracteriza-se por um crescimento tumoral que resulta na hiperplasia do 

estroma e do tecido glandular (BILLIS, 1997). Ocorre obstrução intravesical provocada 

pelo aumento do tecido prostático periuretral correspondente a zona de transição. Na 

hiperplasia, ocorre um aumento da proliferação celular, tanto no componente estromal 

(muscular liso e conjuntivo) quanto no epitélio glandular da zona de transição 

(OLIVEIRA, 2005). Alguns mecanismos interativos como a testosterona, a 

diidrotestosterona (DHT) e alguns fatores de crescimento são provavelmente 

responsáveis pelo desenvolvimento da HPB (WALSH, 1992, SROUGI e CURY, 1998, 

WALSH e WORTHINGTON, 1998). 

Os sinais e sintomas decorrentes da HPB têm sido classificados para efeitos 

didáticos em obstrutivos (comprometimento do volume e da força do jato urinário, 

interrupção do fluxo, gotejamento terminal e hesitação) e irritativos (noctúria, 

freqüência diurna, urgência, disúria). Atribuem-se os sintomas urinários obstrutivos a 

obstrução mecânica ao fluxo urinário decorrente do aumento da glândula, enquanto os 

sintomas urinários irritativos vêm sendo correlacionados com a obstrução funcional 

decorrente do aumento do tônus das fibras musculares presentes na próstata, 

especialmente em sua cápsula (BENDHACK e DAMIÃO, 1999). Além dos sintomas 

obstrutivos e irritativos há também sangue na urina e no sêmen; forte dor nas costas, na 

pelve, nos quadris ou nas coxas; ereções menos firmes ou impotência, como também 

diminuição da quantidade de fluido seminal ejaculado (WALSH, 1992, SROUGI e 

CURY, 1998, WALSH e WORTHINGON, 1998). Embora a evidência clínica da 

doença seja menos comum, os sintomas de obstrução também estão relacionados à 

idade. Aos 55 anos de idade, em torno de 25% dos homens terão sintomas miccionais 

obstrutivos, e aos 75 anos, 50% dos homens relatam diminuição da força e calibre do 

jato urinário. Aproximadamente 50% dos homens com menos de 60 anos que são 

submetidos à cirurgia para HPB podem ter uma forma hereditária da doença. Esta forma 
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parece ser uma herança autossômica dominante e os parentes em primeiro grau destes 

pacientes possuem um risco 4 vezes maior (BERRY et al., 1984, SANDA et al., 1994). 

 

III. 1. 2 - Câncer e Câncer de Próstata 

O câncer é definido como um tumor maligno, mas não é uma doença única e sim 

um conjunto de mais de 200 patologias. Uma célula normal pode sofrer alterações no 

DNA. É o que se chama de mutação genética. As células cujo material genético foi 

alterado passam a receber instruções erradas para as suas atividades. As alterações 

podem ocorrer em genes especiais, denominados protooncogenes, que a princípio são 

inativos em células normais. Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em 

oncogenes, transformando as células normais em células malignas, dando início ao 

câncer (ABRALE, 2008). 

As mutações vão se acumulando no genoma da célula, determinando novas 

alterações em seu comportamento (ABCANCER, 2008). As células malignas 

geralmente têm capacidade para formar novos vasos sanguíneos que as nutrirão e 

manterão as atividades de crescimento descontroladas. O acúmulo dessas células forma 

os tumores malignos. Estes invadem inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar 

ao interior de um vaso sanguíneo ou linfático e, por meio desses, disseminar-se, 

chegando a órgãos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metástases. 

As células cancerosas são, geralmente, menos especializadas nas suas funções do 

que as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vão substituindo 

as normais, os tecidos invadidos vão perdendo suas funções (ABRALE, 2008). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2013, apontam a ocorrência de 

aproximadamente 518.510 casos novos de câncer, incluindo os casos de pele não 

melanoma. Sem os casos de câncer da pele não melanoma, estima-se um total de 385 

mil casos novos. É esperado um total de 257.870 casos novos para o sexo masculino e 

260.640 para o sexo feminino. Os tipos mais incidentes serão os cânceres de pele não 

melanoma, próstata, pulmão, cólon e reto e estômago para o sexo masculino; e os 

cânceres de pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon e reto e glândula tireoide 

para o sexo feminino (INCA 2011). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se 

esperar 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por câncer e 75 

milhões de pessoas vivas, anualmente, com câncer. O maior efeito desse aumento vai 

incidir em países de baixa e média renda (INCA 2011). 
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O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia mais freqüentemente diagnosticada desde 

1984 e a segunda principal causa de morte masculina. Representa o sexto tipo de câncer 

mais comum em todo o mundo, sendo o mais prevalente em homens, correspondendo 

cerca de 10% do total de casos de câncer (SALIDO et al., 2001, JEMAL et al., 2004, 

INCA, 2009). Aproximadamente 680.000 novos casos são diagnosticados por ano no 

mundo (PARKIN et al., 2005). No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) previu 

60.180 novos casos para 2012, este número corresponde um risco estimado de 62 novos 

casos a cada 100 mil homens, ficando atrás apenas do tumor de pele não melanona, o 

mais freqüente em todas as regiões do País (INCA, 2011). Nos EUA foram previstos 

para 2012, 241.740 novos casos e 28.170 mortes, assim nos EUA o câncer de próstata é 

a segunda principal causa de morte por câncer em homens (CANCER FACTS & 

FIGURES 2012, 2012). 

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento dessa neoplasia, o principal é a 

idade, pois o CaP é raro em homens com idade inferior a 45 anos e a partir desta idade a 

incidência sobe exponencialmente. A herança genética é um fator de risco, pois a 

probabilidade aumenta em homens que possuem parentesco com pessoas que 

apresentam / apresentaram a doença. A raça também é outro fator de risco, pois o câncer 

de próstata é mais comum em homens negros do que em homens brancos e é menos 

comum em amarelos. O risco de desenvolver a doença ao longo de toda a vida é de 

17,6% para homens brancos e de 20,6% para homens negros (NCI, 2011). Outros 

fatores são processos inflamatórios infecciosos como prostatite, sífilis, papilomavírus e 

herpes (DE MARZO et al., 1999), e ainda fatores hormonais, dieta e fatores ambientais 

(MCCULLOUGH 1988, SHAND e GELMANN, 2006). 

Há uma grande quantidade de estudos novos no campo de fatores de prognóstico 

em CaP. Atualmente, não existe um marcador que seja capaz de predizer a terapia 

específica para o CaP. Vários sistemas de classificação são disponíveis, possuindo 

variável aceitação (BILLIS 2008, DÍAZ et al., 2000), sendo a de Gleason a mais aceita. 

Em 1966, Donald F. Gleason publicou sua classificação que diferia de outras por se 

basear nas características arquitetônicas da neoplasia e não na morfologia celular 

(GLEASON 1966, MCLEAN et al.,1997). O sistema baseia-se em padrões histológicos 

da neoplasia conforme a diferenciação glandular (formação ou não de ácinos) e a 

presença ou não de fusão de ácinos neoplásicos. Dessa forma Gleason definiu 5 padrões 

histológicos básicos distintos, onde o denominado 1 contém glândulas com melhor 

diferenciação e o 5 neoplasia indiferenciada. A classificação final é obtida através da 
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soma dos dois padrões mais freqüentes (predominante e secundário) e vai de 2 a 10, 

sendo chamada de escore de Gleason. Quando a neoplasia apresenta padrão único soma-

se novamente o valor do mesmo padrão. Eventualmente pode aparecer um terceiro 

padrão histológico que deve ser citado quando for mais alto que os dois predominantes 

(PAN et al., 2000, STAMEY et al., 1999). Neoplasias com escore baixo são ditas bem 

diferenciadas e têm longa sobrevida. Já naquelas com escore alto, indiferenciadas, 

apresentam maior recorrência e mortalidade (LEITE et al., 2005, RIOUX et al., 2002). 

Vários estudos têm demonstrado correlação entre o escore de Gleason e o 

prognóstico da doença. A presença de padrão de Gleason 4 ou 5 é praticamente 

preditivo de pior evolução (MELLINGER 1977, SOGANI et al., 1985, EPSTEIN et al., 

1994). O escore de Gleason é um parâmetro de referência para todos os antigos e novos 

indicadores de prognóstico em câncer de próstata (EPSTEIN, 1993a e 1994b). 

 

III. 2 – Cultura de células 

O cultivo de células se iniciou no princípio do século XX com HARRISON (1907), 

e CARREL (1912). Essa técnica foi desenvolvida como um método para estudar o 

comportamento de células animais fora do organismo, em um meio ambiente 

controlado. Essa técnica ainda é uma importante ferramenta de pesquisa nos 

laboratórios do mundo inteiro (MOLINARO et al., 2010). O cultivo celular é 

considerado como um conjunto de técnicas que mantém conservado algumas das 

propriedades fisiológicas, bioquímicas e genéticas preservadas em um sistema in vitro 

(FRESHNEY 2005). O controle do ambiente, a homogeneidade da amostra, quando 

comparada ao uso de animais em experimentos, e a economia são as principais 

vantagens dessa técnica. Atualmente, com a implementação das Comissões de Ética de 

Uso de Animais em Pesquisa (CEUA), a cultura de células é o principal modelo 

alternativo para a substituição dos animais em experimentos de pesquisa (MOLINARO 

et al., 2010). Dependendo do grau de preservação da estrutura do tecido, do órgão de 

origem e da sua duração, os cultivos são classificados em diferentes tipos, tais como de 

órgãos, de tecido, primário e linhagem celular (PERES e CURI, 2005). 

Uma cultura primária é estabelecida a partir do crescimento de células oriundas de 

um fragmento de tecido obtido por desagregação mecânica ou enzimática. Essas células 

possuem as características do tecido de origem, podem crescer em cultura por um 

determinado período de tempo e são denominadas células primárias. Essa forma de 

cultivo é a mais utilizada para estudar o comportamento de determinada célula in vitro 
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devido à presença de suas características genotípicas e fenotípicas (MOLINARO et al., 

2010). As células primárias que conseguem manter suas características originais 

possuem um tempo de vida curto. 

A linhagem celular é formada à medida que a cultura primária é repicada e as 

células com uma maior capacidade de proliferação predominam na garrafa de cultivo 

(MOLINARO et al., 2010). Essas células ainda não perderam as características do 

tecido de origem, mas possuem alta proliferação. A linhagem celular é muito utilizada 

em pesquisa, pois pode ser mantida em cultura por um grande período de tempo 

(quando comparado às células primárias) e ainda guarda grande parte das características 

do tecido original. Muitas linhagens celulares podem ser propagadas sem perder suas 

características por até oitenta passagens, além de serem euploides, ou seja, possuem um 

número de cromossomos múltiplo do número original da espécie (MOLINARO et al., 

2010). 

Tem sido desenvolvidos métodos para estabelecer e investigar as propriedades de 

culturas de epitélio prostático e de células estromais. O uso destes nas culturas de 

células in vitro tem proporcionado grande parte da informação que orienta ideias atuais 

sobre prevenção e tratamento de câncer de próstata (SGOUROS et al., 2003). 

 

III. 2.1 – Cultura em três dimensões (3D) e Esferoides celulares 

Leighton em 1951 já percebia as limitações do cultivo em monocamadas, pois este 

sistema de cultivo não reproduz a arquitetura do tecido in vivo e não prevê a toxidade 

órgão-específica e, além disso, não prevê a sinalização mecânica e bioquímica e a 

comunicação célula-célula são perdidas (MAZZOLENI et al., 2009, PAMPALONI e 

STELZER, 2009). Tais limitações podem ser atribuídas ao fato do cultivo em 

monocamadas oferecer às células um ambiente não fisiológico, forçando-as a se 

adaptarem em um meio artificial, plano e rígido (MAZZOLENI et al., 2009). Isto fez 

com que Leighton retomasse a ideia original de CARREL’S (1912) acerca de células 

em 3D e desenvolvesse melhorias (HOFFMAN, 1994). 

A preocupação com a manutenção da arquitetura tecidual fez com que LEIGHTON 

(1954), descrevesse pela primeira vez alguns aspectos importantes da cultura em 3D, 

são eles: 

a) O arranjo tridimensional possibilita que células migrem para todas as direções. 

b) O sistema 3D permite um aumento da superfície celular. 
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c) A difusão presente no interior dos agregados pode reter fatores secretados pelas 

células. 

d) O modelo pode permitir um gradiente de difusão capaz de gerar uma alteração 

na morfologia celular, podendo iniciar processos relacionados à diferenciação 

tecidual. 

A criação de modelos que permitissem testes de efeito e de intensidade de radiação 

direcionou Robert M. Sutherland e outros pesquisadores à utilização de cultura de 

células em 3D. Trabalhando inicialmente com linhagens derivadas de pulmão de 

Hamster, esse grupo desenvolveu uma técnica que utilizava frascos que permitiam um 

fluxo do meio de cultura no seu interior (spinner flasks), impedindo assim adesão das 

células com o substrato. Como conseqüência, os agregados de células assumiram uma 

morfologia esférica a qual fez com que esses autores os denominassem de esferóides 

multicelulares (INCH et al., 1970; SUTHERLAND et al., 1971). 

Esferoides são colônias de células em forma de esfera formada por automontagem 

que permitem o crescimento e vários estudos funcionais de diversos tecidos (INGRAM 

et al., 1997). A formação de esferoides ocorre de forma espontânea, em ambientes onde 

a interação célula-célula domina sobre a interação célula-substrato. Métodos típicos 

para formação de esferoide incluem gotas de suspensão, cultura de células em 

superfícies não-aderente, culturas em frascos spinner e sistema de Cultura Rotary Cell 

NASA (FRIEDRICH et al., 2007, LIN e CHANG et al., 2008). 

A cultura de esferoides também se destaca por conseguir restabelecer características 

morfológicas e funcionais de seu equivalente tecido in vivo. Um dos fatores 

responsáveis por isto é a crescente produção de componentes de matriz extracelular o 

qual permite a criação de uma complexa rede tridimensional onde protagoniza um 

grande número de interações célula-célula bem como célula-matriz. A descrição e 

localização de fatores (pato)fisiológicos, bem como penetração, ligação e bioatividade 

de drogas podem ser então simulados nestes modelos que exploram esse arranjo 3D 

(CUKIERMAN e PANKOV et al., 2001; ELLIOTT e YUAN, 2011). 

O modelo de esferoide contém muito dos elementos de um xenoenxerto de tumor, 

incluindo uma matriz extracelular e interações célula-célula / célula-matriz 

(NEDERMAN et al., 1984, DAVIES et al., 1997, BALLANGRUD et al., 1999, 

BATES et al., 2000). Estas semelhanças com um xenoenxerto de tumor são acopladas 

com muitas das vantagens experimentais de uma cultura em monocamada, incluindo a 

capacidade de controlar rigorosamente as condições experimentais e de tratamento, a 
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capacidade de resposta de investigação e um mecanismo de estudo, e também a 

capacidade para investigar um grande número de agentes e combinações de forma 

rápida e com baixo custo (SGOUROS et al., 2003). 

A diferenciação da cultura em esferoide inclui não somente a conservação da 

capacidade morfogênica e reorganização histotípica, mas também a manutenção das 

funções e padrões de expressão gênica (KELM et al., 2003) 

 

III. 3 – Interação da radiação com a matéria 

Quando a amostra é excitada, o campo eletromagnético da radiação interage com os 

elétrons dos átomos do material no qual ele incide. A excitação pode ser feita de várias 

maneiras: excitação por partículas aceleradas como elétrons, prótons ou íons, partículas 

alfa, partículas beta ou raios gama emitidos por radionuclídeos, além do processo mais 

utilizado, que é através de raios X (MANICA, 2006). Devido à interação ocorrem vários 

fenômenos de atenuação e espalhamento. A interação pode ocorrer de diferentes formas, 

cada processo dependerá da energia de excitação e das características da amostra, como 

composição química, densidade ou espessura. Os três principais processos de interação 

são: 

Efeito fotoelétrico: ocorre quando a radiação incidente é completamente absorvida 

por um elétron de uma camada interna de um átomo, dando origem a um fotoelétron. 

Tem predominância para baixas energias (< 100 keV) e a probabilidade aumenta para 

elementos de número atômico (Z) elevado. 

Espalhamento de raios X: acontece quando parte da radiação incidente interage 

com os átomos e sofre modificação de direção, ou seja, modificação de momento linear. 

Podendo ser Incoerente (Efeito Compton), quando a energia é modificada ou Coerente 

(Rayleigh) quando a energia incidente não é alterada, apenas muda de direção. Ocorre 

com maior probabilidade para energias entre 1 e 5 MeV. 

Produção de pares: ocorre quando a radiação incidente interage com os átomos do 

material e é completamente transformada em duas partículas, o par elétron-pósitron. 

Este tipo de interação não existe para energias de excitação menores que 1,02 MeV. 

A produção de raios X característicos é consequência do efeito fotoelétrico. 

 

III. 3.1 – Efeito fotoelétrico 

O efeito fotoelétrico ocorre quando um feixe de fótons de energia abaixo de 100 

keV interage com um átomo do material e ocorre transferência total da energia a um 
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elétron de um orbital e este é ejetado (fotoelétron), este fenômeno recebe o nome de 

absorção fotoelétrica. 

O fotoelétron é ejetado com energia cinética (K) igual à diferença entre a energia do 

fóton incidente (hν) e a energia de ligação do elétron orbital Be. 

 

K = hν - Be 

Onde: 

h = contante de Planck; 

ν = frequência da radiação. 

A produção de raios X característicos é consequência do efeito fotoelétrico. 

 

III. 4 – A Fluorescência de Raios X (XRF) 

A análise por fluorescência de raios X é um método quali-quantitativo baseado na 

medida de comprimentos de ondas ou nas energias e nas intensidades (número de raios 

X detectados por unidade de tempo) dos raios X característicos emitidos pelos 

elementos que constituem a amostra (BOUMANS e KLOCKENKÄMPER, 1989). 

Quando ocorre a absorção do fóton por níveis internos, o átomo fica em um estado 

excitado e tende a ejetar os elétrons do interior dos níveis dos átomos, e como 

conseqüência realizam um salto quântico para preencher a vacância. Há dois processos 

de decaimento que seguem a criação da vacância: a emissão de fótons fluorescentes 

(raios X característico) e de elétrons Auger, como é mostrado esquematicamente na 

figura 3.4 (MANICA, 2006). 

A energia emitida na forma de raios X característico emitem linhas espectrais cujas 

intensidades estão relacionadas com concentração dos elementos na amostra. Para a 

produção de raios X característico é necessário retirar elétrons das camadas mais 

internas dos átomos, por exemplo, camada K, para isto a energia mínima deve ser 

superior a energia de ligação do elétron nessa camada, denominada energia de ligação 

eletrônica ou também de corte de absorção Ek. 
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Figura 3.4. Diagrama esquemático mostrando os processos de absorção e de 

decaimento para o Oxigênio (MANICA, 2006). 

 

As energias de ligação são chamadas de energia crítica de excitação. Elas 

representam a energia mínima que deve ser igualada ou excedida para ejetar elétrons de 

um átomo, deixando assim, o átomo instável ou ionizado necessário para iniciar o 

processo de emissão dos raios X característico. 

Quando amostras são irradiadas com feixe de fótons de energia Eo, e esta excede à 

energia critica de excitação dos elétrons em um dado átomo, alguns elétrons são 

ejetados do átomo, determinando que o átomo esteja em um estado excitado ou 

ionizado. 

O átomo estando em estado ionizado torna-se instável e quase instantaneamente 

ocorre um processo de transição eletrônica a fim de preencher as vacâncias deixadas 

pelos elétrons ejetados. Se um elétron de um nível K é ejetado, a vacância pode ser 

preenchida por elétrons dos níveis L, M, N. Então, cada transição eletrônica constitui 

uma perda de energia para o elétron, resultando na emissão de um fóton de raios X, com 
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energia igual à diferença entre os dois níveis de energia envolvidos e bem definidos para 

cada elemento. 

Os raios X emitidos por um elemento são reunidos sob a denominação Kα e Kβ, 

devido às transições L → K e M → K, respectivamente, e os raios X devido à transição 

M → L são denominados de Lα e Lβ, etc. 

A energia de ligação eletrônica pode ser calculada de modo aproximado, aplicando-

se a teoria atômica de Bohr para o átomo de hidrogênio e átomos de hidrogênoides, e 

posteriormente, fazendo-se algumas considerações sobre a experiência de Moseley. 

Desse modo à equação 3.1 permite o cálculo aproximado dessa energia para os 

elétrons das camadas K e L dos átomos de um elemento: 
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2 11
65,13

if nn
bZE                                        (3.1) 

onde: 

E = energia dos raios X (eV); 

ni, nf = número quântico principal do nível inicial e final do salto quântico; 

Z = número atômico do elemento emissor dos raios X; 

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4 para saltos quânticos para a 

camada K e L, respectivamente. 

Pode ser observado nesta equação 3.1 que a energia de ligação para uma dada 

camada é diretamente proporcional ao quadrado do número atômico Z do elemento 

excitado. Assim, para "retirar" elétrons do nível K dos elementos Al, Fe e Te, de 

números atômicos 13, 26 e 52, respectivamente, são necessários 1,560, 7,114 e 31,814 

keV para o nível K e 0,074, 0,723 e 4,612 keV para o nível L. 

A fração da radiação incidente que leva a emissão de uma determinada linha de 

raios X característico é determinada por uma probabilidade de excitação que é produto 

de três outras probabilidades (LACCHANCE e CLAISSE, 1995): 

ciafluorescênlinhanívelE .p.pp  p
i
                                  (3.2) 

onde: 

Pnível é a probabilidade que a radiação incidente retire elétrons de um dado nível 

quântico. Pode ser o nível K, L, M, N, O, ... , etc; 

Plinha é a probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua série. 

Para um elétron retirado do nível K pode-se ter as seguintes transições do nível L : K-L2 

e K-L3; 
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Pfluorescência é a probabilidade de ocorrer emissão de fluorescência de raios X ao 

invés de elétron Auger, a partir de uma transição realizada entre dois estados quânticos. 

O átomo fica excitado quando libera um elétron orbital. Os elétrons de níveis mais 

energéticos vão preenchendo as vacâncias produzidas. A energia na transição é liberada 

de duas formas: 

1) como um fóton na forma de fluorescência de raios X; 

2) como um elétron na forma de elétron Auger. 

O rendimento de fluorescência  é definido como a probabilidade para que o fóton 

produzido seja liberado do átomo sem ser reabsorvido gerando um elétron Auger. 

Assim,  pode ser representado como: 

p

s

n

n
                                                            (3.3) 

np = ns + nA                                                                               (3.4) 

onde: 

ns é o número de fótons produzidos como fluorescência de raios X; 

np é o número de fótons que são produzidos devido as vacância nos níveis e sub-

níveis atômicos; 

nA é o número de fóton que são reabsorvidos dentro do átomo, produzindo elétrons 

Auger. 

O rendimento de fluorescência para linha K é dado pelo número de fótons nK 

emitidos como fluorescência de raios X, para todas as linhas K, dividido pelo número de 

fótons criados NK devido as transições entre os estados quânticos. Assim, tem-se: 

 

K

K

K

M-KL-KL-K

K
N

n
  

N

  n   n n
  333 







                              (3.5) 

É possível obter o rendimento de fluorescência L para as linhas L tendo três 

diferentes valores: 
321 LLL  e  ,  . 

Pode-se definir o rendimento de fluorescência de um modo geral como o número de 

raios X efetivamente emitidos em relação ao número de vacâncias produzidas em um 

dado nível. 
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III. 4. 1 – Microfluorescência de Raios X (XRF) 

A μXRF é uma técnica bastante atrativa para análise local e para o mapeamento 

elementar em vários tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994). Sendo uma 

variação da XRF convencional a principal característica da μXRF é sua capacidade de 

análise espacial, ou seja, ela é capaz de produzir mapas elementares bidimensionais e as 

dimensões do feixe são bastante reduzidas (da ordem de μm). 

As informações por μXRF são obtidas dividindo-se a superfície a ser analisada em 

pixels (áreas), onde a dimensão desses pixels (área) é determinada pela dimensão do 

feixe. O feixe de radiação incide em cada pixel e induz a emissão de fótons de 

fluorescência de raios X. Um sistema apropriado de detecção coleta estes fótons de 

fluorescência que contém a composição química desta área da amostra (Figura 3.5). A 

amostra é então movida por motores controlados através de um computador e assim se 

obtém informações de outras áreas da amostra. 

 

 

Figura 3.5. Desenho esquemático da montagem experimental para medições de μXRF. 

 

Três tipos de informações podem ser obtidas através da aplicação da μXRF: 

a) Informação pontual - Fornece uma rápida comparação de materiais heterogêneos 

através da análise de apenas uma área da amostra; 

b) Perfil - É uma análise sequencial de vários pixels (áreas) alinhados ou 

verticalmente ou horizontalmente que fornece informação a respeito da 

homogeneidade da amostra; 

c) Mapas elementares - É uma combinação de vários perfis que possui uma matriz 

com linhas e colunas que permite analisar a composição de uma superfície inteira 

(HAVRILLA 1997). Fornece imagens coloridas onde às variações das cores 
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mostram as diferentes intensidades relativas do elemento químico presente da 

amostra. Um esquema da obtenção de uma imagem é representado na figura 3.6. 

 

 

Figura 3.6. Representação esquemática da obtenção de uma imagem 

 

A μXRF é um poderoso método para análise em amostras biológicas, tendo as 

seguintes vantagens: limite de detecção baixo (0,01 μgg
-1

), pequeno dano térmico e as 

medidas podem ser realizadas no ar (EKTESSABI et al., 1999). 

O uso de raios X como fonte de excitação para a radiação característica tem 

algumas vantagens em relação a outras fontes (elétrons e partículas pesadas carregadas): 

baixa energia de dissipação e praticamente nenhum dano térmico na amostra (PRINS 

1984). 

A utilização de radiação síncrotron em μXRF permite maior sensibilidade para a 

análise de concentrações muito baixas e possibilita estudar amostras menores (da ordem 

de μm) de modo que seria impossível através do uso de outras fontes. A 

microfluorescência de raios X com radiação síncrotron (μSRXRF) é uma ferramenta 

muito poderosa na análise elementar ao nível de micrômetros (JANSSENS et al., 2000). 

 

III. 5. - Radiação Síncrotron - LNLS 

A radiação síncrotron (RS) é a radiação eletromagnética emitida quando partículas 

carregadas com velocidade relativística são submetidas à aceleração radial. Elas são 

produzidas por feixes de elétrons/pósitrons que circulam em uma câmara de vácuo, 
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mantidas em uma orbita fechada curva por imãs, focalizadas por magnetos 

quadripolares/sextupolares e aceleradas por campos de RF de cavidades ressonantes 

(ROCHA, 2007). A RS abrange uma ampla faixa do espectro eletromagnético: luz 

infravermelha (10
3 

a 10
5
 nm), luz visível (10

2 
nm), luz ultravioleta (10

 
a 10

-1
 nm) e   

raios X (<10
-1

 nm). 

A base teórica para a produção de RS está relacionada à descobertas do elétron por 

Thomson. Em 1897, Larmor derivou uma expressão da eletrodinâmica clássica para a 

potência total instantânea irradiada por uma partícula acelerada carregada. No ano 

seguinte, Liénard estendeu este resultado ao caso de uma partícula relativística 

submetida a aceleração centrípeta numa trajetória circular. A fórmula de Liénard 

mostrou que a potência da radiação é proporcional a (E/mc2)
4
/R

2
, onde E é a energia da 

partícula, m é massa de repouso do elétron, e R é o raio da trajetória e c é a velocidade 

da luz no vácuo. A primeira observação visual da radiação síncrotron ocorreu em 1947 

por Frank Elder, Robert Langmuir, Anatole Gurewitsch e Herb Pollock, no General 

Electric’s Research Laboratory, em Schenectady (Nova York/US) (STRELI et al., 

1997). 

O processo de produção é iniciado por um canhão de elétrons de um acelerador 

linear. Os aceleradores lineares são aceleradores de partículas carregadas, como 

elétrons, prótons ou íons pesados. As partículas carregadas entram em um tubo onde 

existem campos elétricos alternados. Estas partículas são aceleradas primeiramente por 

um campo elétrico e entram em um tubo de corrente ou “drift tube” onde são protegidas 

do campo elétrico e o atravessam com velocidade constante até a próxima abertura. 

Neste ponto as partículas são novamente aceleradas e a cada abertura entre os tubos 

“drifts” as partículas recebem mais e mais energia. Esse processo é capaz de acelerar as 

partículas carregadas com energias muito grandes (NOGUEIRA, 2011). 

O feixe de elétrons gerado pelo acelerador linear é injetado em um anel de 

armazenamento, onde há três dispositivos básicos: os dipolos magnéticos, formados por 

imãs dipolares que produzem um campo magnético homogêneo no sentido vertical que 

são responsáveis pela deflexão do feixe e consequentemente produção de luz síncrotron; 

os quadripolos ou sextupolos que estão situados nos trechos retos do anel e servem para 

focalizar os elétrons e reduzir as aberrações cromáticas; e a cavidade de rádio 

frequência que esta situada em um ou mais dos trechos retos e é responsável por 

acelerar os elétrons injetados a baixa energia final e por fornecer aos elétrons, em cada 

passagem pelo interior da mesma, a energia perdida em cada volta devido à radiação 
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produzida nas partes curvas de suas trajetórias para aumentar o tempo de vida do feixe 

(MARGARITONDO, 1995). 

Num anel de armazenamento típico, os elétrons possuem uma meia vida entre 4-

12h. A corrente máxima depende da energia armazenada, mas tipicamente está entre 

100 a 1.000 mA, para energias típicas compreendidas entre 3 MeV e 1 GeV 

(BICHINHO, 2008). 

Os feixes de raios X que se podem obter em uma máquina de luz sincrotron são 

extremamente intensos, colimados e dotados de um elevado grau de coerência 

longitudinal. Além disso, com a utilização de cristais monocromadores é possível obter 

feixes praticamente monocromáticos com energia selecionável dentro de um amplo 

espectro de energia. O feixe é, por sua natureza, laminar com altura de alguns 

milímetros e com largura de algumas dezenas de centímetros no plano do objeto, o que 

o torna ideal para sistemas de imagens. As características geométricas do feixe podem 

também ser modificadas mediante o uso de cristais assimétricos ou de outras óticas, de 

modo a adaptar-se à exigências especificas (LEWIS, 1997; ARFELLI, 2000; 

THOMLINSON, 2002). 

No mundo inteiro existem 60 fontes de luz síncrotron distribuídas em 17 países. As 

aplicações incluem níveis de valência espectroscópicas em átomos e moléculas (com 

energias acima de 20 eV), estudos estruturais (estruturas cristalinas, transição de fase, 

natureza de compostos químico, formas de nanopartículas, etc.), estudos biológicos e 

microfabricação (CASTRO, 2001). 

O Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) foi desenvolvido para colocar o 

Brasil num seleto grupo de países capazes de produzir luz síncrotron, com objetivo de 

levar o desenvolvimento de novos materiais de alto desempenho, mais econômicos e 

menos nocivos ao ambiente e a novos conhecimentos sobre materiais biológicos, como 

as proteínas, que irão propiciar mais adiante o surgimento de soluções para problemas 

de saúde. 

A primeira fonte de Luz Síncrotron brasileira foi projetada em 1983, mas tornou-se 

operacional apenas 14 anos depois, em 1997, é o primeiro laboratório do hemisfério sul 

capaz de produzir Luz Síncrotron. Está situado em Campinas cidade do estado de São 

Paulo (Brasil). Foi desenvolvido e construído no Brasil com financiamento do CNPq e 

do Ministério da Ciência e Tecnologia. 

Atualmente o LNLS faz parte do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e 

Materiais (CNPEM), junto com outros três Laboratórios Nacional: de Biociências 
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(LNBio), Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) e de 

Nanotecnologia (LNNano). CNPEM é uma instituição privada de pesquisa e 

desenvolvimento (R & D), fundada principalmente pelo Ministério da Ciência, 

Tecnologia e Inovação (MCTI) (LNLS, 2013). 

Atualmente, as condições do feixe na fonte de Luz Síncrotron do LNLS são: 

energia de 1,37 GeV, corrente máxima de 250 mA e tempo de vida em torno de 20 h. A 

figura 3.7 mostra uma vista geral do anel de armazenamento. 

 

 

Figura 3.7. Vista geral do anel de armazenamento. 

 

As linhas de luz são constituídas por uma instrumentação complexa que transporta 

condições e detecta os feixes de radiação síncrotron produzidos por uma fonte de 

radiação, que pode ser um ímã defletor ou um dispositivo de inserção instalado no 

interior do anel de armazenamento. Cada linha de luz é especializada em um conjunto 

de técnicas, otimizada para campos específicos de pesquisa. 

O LNLS tem atualmente 15 linhas de luz em operação (Figura 3.8), abrangendo 

energias que variam de eV a algumas dezenas de keV. Metade das suas linhas de luz são 

principalmente destinadas a estudos estruturais dos materiais, ou seja, a forma como os 

átomos e as moléculas se organizam no espaço. Essas linhas de luz são organizadas em 

três grupos, difração de raios X (linhas de luz XRD1, XRD2 e XPD), Cristalografia de 

Macromoléculas (linhas de luz MX1 e MX2) e espalhamento de raios X a baixo ângulo 

(linhas de luz SAXS e SAXS 1 2). A outra metade das linhas de luz é dedicada 
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principalmente para espectroscopia de materiais, ou seja, a forma como os seus elétrons 

reagem à irradiação de energia eletromagnética. Existem dois grupos nesta categoria de 

linhas de luz, Absorção de raios X e espectrometria de fluorescência (linhas de luz XRF, 

XAFS1, XAFS2 e DXAS) e UV e Espectroscopia de raios X mole (linhas de luz PGM, 

SXS, TGM e SGM) (LNLS, 2013). 

 

 

Figura 3.8. Layout das linhas de luz do LNLS (LNLS, 2013). 
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CAPÍTULO IV 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

IV.1 – Obtenção e preparação do tecido prostático 

As amostras de próstata utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratório de 

Interações Celulares do ICB/CCS/UFRJ proveniente de indivíduos com idade de 30 

anos que sofreram morte inesperada com ausência de HPB e CaP. 

Foram utilizadas duas (N = 2) próstatas inteiras divididas em duas zonas: de 

transição (ZT) e periférica (ZP). Cada zona foi dividida em dois lados: 1 e 2. Cada 

fragmento foi emblocado em OCT (Tissue-Tek OCT Compound - é uma formulação de 

resinas e glicóis solúveis em água, que provê uma matriz conveniente para corte em 

criostato a temperaturas abaixo de -10ºC.) e congelado em seguida foram feitas secções 

com espessura de 500 m utilizando um micrótomo no interior de um criostato a -25
0 

C. 

Estas secções foram depositadas em filme plástico ultralene (membrana ultra-limpa sem 

qualquer tipo de contaminação ferromagnética) de 4 m de espessura e em seguida 

postas para secar a temperatura ambiente (figura 4.1). 

 

 

Figura 4.1. Amostra ZP 1 do controle 1. 

 

IV.2 – Obtenção e preparação dos esferoides celulares. 

Os esferoides celulares foram estabelecidos a partir de células primárias e linhagem 

tumoral prostática humana Du145. 

As células primárias foram obtidas através de biópsias prostática transversal de 

pacientes do Hospital Municipal do Andaraí (Rio de Janeiro) com idades acima de 40 

anos portadores de HPB ou Câncer prostático. O Projeto passou pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa- CONED e tem número de cadastro CAAE-0029.0.197.000-05. 
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O material biopsiado da próstata do paciente submetidos a biópsias prostática 

transversal foi coletado em tubos pláticos com solução tamponada estéril, tampão 

fosfato de sódio (PBS) 0,01 M e pH 7,45, contendo dois antibióticos e um antifúngico 

(penicilina 10.000UI e estreptomicina 10 mg e anfotericina “B” 25), e em seguida 

processado em câmara de fluxo laminar (área destinada a manipulações de células e 

soluções estéreis, preferencialmente fechada e muito limpa) segundo o seguinete 

protocolo: 

1. Lavagem das biópsias, 3 vezes com solução BSS-CMF pH = 7,4; 

2. Dissociação mecânica com tesoura de aço e a enzimática com solução de 

colagenase 1A (1mg/mL) (SIGMA, St Louis, MO, USA), preparada em meio de cultura 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma - mistura de sais enriquecidos 

com aminoácidos e outro componentes essências para o crescimento de células humanas 

e de outros animais), sem soro e mantida em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2, 

durante 1 hora; 

3. Ao final da dissociação, o homogenado celular foi centrifugado, o pellet das 

células foi ressuspenso em 1mL de meio de cultura suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) (GIBCO); 

4. As células foram plaqueadas em garrafas de 25 cm
2
 de área (Figura 4.2 (a)), em 

4mL de meio DMEM suplementado com 10% SFB, e mantidas em estufa a 37°C e 

atmosfera de 5% de CO2; 

5. Após serem cultivadas durante 14 dias, as células foram tripsinizadas a 0,3% em 

meio DMEM, centrifugadas, ressuspensas e contadas em câmara de Neubauer (lâmina 

de vidro com divisões que auxiliam na contagem de células) (Figura 4.2 (b)); 

6. Os mesmos procedimentos de tripsinização e replaqueamento das células foram 

periodicamente repetidos até a 4° passagem, onde foram feito os esferóides celulares. 

 

A linhagem de células Du145 é caracterizada como uma linhagem tumoral humana 

de câncer de Próstata andrógeno independente com baixo potencial metastático (VAN 

LEENDERS, et.al., 2001; YIN, et. al., 2007). A linhagem celular será mantida 

rotineiramente em meio de cultura RPMI (Gibco, Invitrogen Corporation, mistura de 

sais enriquecidos com aminoácidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o 

crescimento celular) suplementado com 10% SFB. A cultura será mantida em estufa, à 

37ºC, em uma atmosfera de 5% de CO2. 



 

 33 

A co-cultura dos esferoides foi estabelecida a partir de 2 x 10
4 

células. Estas células 

foram cultivadas em placas contendo 96 poços com fundo em U, de diâmetro 0,5 cm, 

previamente recobertos por uma película de gel agarose 1% (utilizado para evitar a 

aderência das células no fundo do poço) em meio de cultura DMEM suplementado com 

10% SFB (células primárias) e RPMI suplementado com 10% SFB (linhagem Du145). 

As células foram mantidas em estufa, à 37ºC, em uma atmosfera de 5% de CO2. O 

tempo suficiente para formação das estruturas tridimensionais (estruturas conhecidas 

como esferóides) foi de dois a quatro dias de cultivo. 

Para a análise por µXRF, após 10 dias de cultura os esferoides foram fixados em 

paraformaldeido 4,0% por 30 minutos, em seguida lavados 3 vezes com solução tampão 

fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,4 a 4°C e ao final colocados em PBS até o momento da 

análise. Na hora da análise os esferóides foram lavados com Milli-Q e depositados em 

filme ultralene de 4 m de espessura e em seguida postos para secar a temperatura 

ambiente. 

 

  
Figura 4.2. (a) garrafas de 25 cm

2
 de área, (b) câmara de Neubauer. 

 

IV. 3 – Tratamentos com zinco 

As soluções para o tratamento foram obtidas utilizando os meios de cultura DMEM 

10% SFB (células primárias) e RPMI 10% SFB (linhagem Du145) suplementados com 

soluções de cloreto de zinco (ZnCl2). 

As soluções foram suplementadas com 4 diferentes concentrações de zinco: 0, 75 

µM, 100 µM e 150 µM.  

Os esferoides foram obtidos seguindo o mesmo protocolo do item IV. 2. Após 10 

dias em cultura os esferoides receberam os tratamentos com cloreto de zinco durante um 

período de 24 horas. 

As concentrações de Zn e o tempo de tratamento foram escolhidos tendo como 

referência estudos realizados por YAN (2010). 

 

(a) (b) 
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IV. 4 – Experimental - Análise por XRF 

As análises foram realizadas na linha D09B - XRF no Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron (LNLS) através da técnica de Microfluorescência de Raios X com Radiação 

Síncrotron (μSRXRF). As amostras foram posicionadas em um suporte situado a 45° 

em relação ao detector e ao feixe, incidente, ou seja, posicionamento 45°/45°. O plano 

de imagem das amostras possui acurácia de 0,5 μm com os três eixos (X, Y, Z) 

controlados através de um motor de passo. 

Para a detecção dos raios X característicos emitidos por cada pixel foi utilizado um 

detector de Si(Li) com resolução de 165 eV em 5,9 keV posicionado a 90° com relação 

ao feixe incidente. 

Os espectros obtidos foram gravados utilizando um sistema Multicanal-Camberra e 

analisados por meio do programa computacional AXIL que faz parte do pacote QXAS 

(BERNASCONI e TAJANI, 1996), o mais utilizado na área de fluorescência de raios X, 

distribuído pela Agência Nacional de Energia Atômica. As intensidades dos raios X 

característico de cada elemento foram normalizadas pelo valor da câmara de ionização 

(detector A) que mede o fluxo de fótons do feixe incidente na amostra. As imagem de 

μXRF foram obtidas a partir do software PyMCA versão 4.4.1. 

 

IV.4.1 - Análise de tecido prostático 

As amostras foram excitadas utilizando um feixe logrado por um sistema 

convencional de colimação de fendas. A tabela 4.1 mostra as condições experimentais 

nas duas etapas de medidas. O arranjo experimental é mostrado na figura 4.3. As tabelas 

4.2 e 4.3 mostram a dimensão, matriz e o número de espectros de cada amostra dos 

controles 1 e 2 respectivamente. 
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Tabela 4.1. Condições experimentais 

Condições experimentais 

Feixe: Branco ( Emax. = 20 keV) 

Geometria: 45
0
/45

0
 

Câmara 1: 2x1 

Detector de raios X: Si(Li) com resolução de 165 eV em 5,9 keV 

Detector A Câmara de ionização 

Colimação do feixe com fendas: 500 x 500 m 

Absorvedor 150 m Al no feixe incidente 

Colimador de Tântalo: Diâmetro de 2,0 mm no detector 

Tempo 5s/pixel 

Pixel 500 x 500 m 

 

 

 

Figura 4.3. Esquema experimental (sistema com fendas). 

 

 

 

 

 

 

Detector de Si(Li) 

Porta 

amostra 

+ 

 Amostra 

 

Feixe 

incidente 

Câmera de 

vídeo 



 

 36 

Tabela 4.2. Dimensão, matriz e número de espectros de cada amostra do controle 1. 

Amostra Dimensão (mm) Matriz Espectros 

ZP 1 15,5 x 11,5 32 x 24 768 

ZP 2 17,5 x 11,5 36 x 24 864 

ZT 1 13 x 10 27 x 21 567 

ZT 2 14,5 x 13 30 x 27 810 

 

Tabela 4.3. Dimensão, matriz e número de espectros de cada amostra do controle 2. 

Amostra Dimensão (mm) Matriz Espectros 

ZP1 17 x 9 35 x 19 665 

ZP2 15 x 13 31 x 27 837 

ZT1 20 X 10 41 X 21 861 

ZT2 14 x 11 29 x 23 667 

 

IV.4.2 - Análise de esferoides celulares 

As amostras foram excitadas utilizando um feixe branco com 20 µm de extensão na 

vertical e na horizontal logrado por um sistema convencional de colimação por 

capilares. Foram realizados passos de 20 µm na horizontal e na vertical, correspondendo 

a um pixel de 20 µm x 20 µm. O arranjo experimental é mostrado na figura 4.4. A 

tabela 4.4 mostra as condições experimentais. As tabelas 4.5 e 4.6 mostram a dimensão, 

matriz e o número de espectros de cada amostra de CaP e HPB, respectivamente. 

 

Tabela 4.4. Condições experimentais 

Condições experimentais 

Feixe: BRANCO 

Geometria: 450/450 

Câmara 1: 2x1 

Distância amostra - detector: 25 mm 

Distância fonte- amostra: 650 mm 

Detector de raios X: Si(Li) com resolução de 165 eV em 5,9 keV 

Detector A Câmara de ionização 

Tempo 10 s/pixel 

Colimação do feixe com CAPILAR: 20 x 20 m 



 

 37 

 

Figura 4.4. Esquema experimental (sistema com capilar) 

 

Tabela 4.5. Dimensão, matriz e número de espectros de cada amostra de CaP. 

Amostra Dimensão (µm) Matriz Espectros 

CaP 1 240 x 240 13 x 13 169 

CaP 2 260 x 340 14 x 18 252 

CaP 3 320 x 320 17 x 17 289 

 

Tabela 4.5. Dimensão, matriz e número de espectros de cada amostra de HPB. 

Amostra Dimensão (µm) Matriz Espectros 

HPB 1 260 x 280 14 x 15 210 

HPB 2 480 x 460 25 x 24 600 

HPB 3 320 x 300 17 x 16 272 

 

IV. 5 - Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) 

A linha de Fluorescência de Raios X é a linha de luz D09B da fonte de luz 

síncrotron do LNLS (Figura 4.5). A linha XRF D09B é destinada a análise da 

composição química multi – elementar. As principais áreas de aplicação são: física 

atômica e molecular, química analítica, ciências da vida e geociências ambientais. As 

principais características desta linha são: 

 Fonte: Imã defletor D09B (15°); 

 Modo de operação: Feixe branco ou monocromático; 

Porta Amostra 
Câmera de vídeo 

Capilar 

Luz 

Detector  
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 Monocromador: Channel-cut pode ser deslocada lateralmente, permitindo 

excitar as amostras com todo o espectro do síncrotron; 

 Cristais: Si (111), Si (220) 

 Óptica: Capilar com 20 µm de resolução espacial; 

 Faixa de energia: 5 keV a 24 keV; 

 Resolução (ΔE/E): Si (111) – 3,57 x 10
-4

, Si (220) – 6,67 x 10
-5

; 

 Fluxo de fótons: 4 x 10
9 

fótons/s a 8 keV – 102 mA; 

 Tamanho de fonte: FWHMx = 0,73 mm - FWHMy = 0,17 mm; 

 Detectores: Semicondutor de Si(Li) (resolução de 165 eV a 5,9 keV) e de HPGe 

(resolução de 150 eV a 5,9 keV), fotodiodos e câmaras de ionização; 

 Manuseio de amostras: Sistema semiautomático de posicionamento com 

movimentos tridimensionais; 

 Técnicas oferecidas: Mapeamento por XRF, Transmissão de Raios X, 

Tomografia por fluorescência, Informações locais em 3D com arranjo confocal, 

Fluorescência de raios-X Reflexão Total (TXRF), Fluorescência de raios X por 

incidência em baixo ângulo (GI-XRF e GI-XANES), Fluorescência de raios X por 

emissão em baixo ângulo (GE-XRF), Produção total de elétrons (TEY). 

 

 

Figura 4.5. Vista geral da Linha D09B-XRF. 

 

 

 

Anel de armazenamento 

Linha  

D09B - XRF 



 

 39 

IV. 6 – PyMca 

PyMCA é um software baixado gratuitamente originalmente desenvolvido para 

processar dados de fluorescência de raios X, em particular para se decompor sinais de 

fluorescência em várias contribuições de várias linhas de emissão de vários elementos 

(SOLÉ et al., 2007). Foi dada atenção especial para reduzir o tempo solicitado para cada 

ajuste, a fim de gerenciar o acesso de milhares de espectros em um tempo razoável. Um 

processo em lote é oferecido para gerar mapeamentos de elementos. Em paralelo a este 

modo dedicado para o tratamento de fluorescência, um modo mais básico foi 

desenvolvido para o fácil manuseio de mapas 2D-1D de dados (ROI imagem). Ele 

fornece as duas opções anteriores descritos anteriormente (geração de mapeamentos de 

ROI, soma / média espectros), e oferece também uma visualização RGB útil que 

permite uma fácil sobreposição de imagens. Seguindo o crescente número de 

experimentos combinando com μXRF μXRD ou μFTIR, as implementações foram 

feitas para lidar com dados e μXRD μFTIR. Somente proprietários do formato μFTIR 

atualmente suportados como entrada é o Nicolet. Dados MAP gerado com Omnic 7,3, 

mas outros formatos podem ser implementadas se forem devidamente descritos e / ou o 

software necessário prestados. PyMCA atual (versão 4.3.0) também implementa análise 

de componentes principais (PCA) como uma técnica de imagem complementares 

(COTTE et al., 2008). 



 

 

 

40 

CAPÍTULO V 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

V. 1. – Resultados 

V.1.1. – Análise de tecidos de próstata. 

A figura 5.1 ilustra o espectro de XRF de uma amostra de tecido de próstata 

controle. Foi possível detectar segundo as condições experimentais descritas no 

CAPÍTULO IV, os elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. 
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Figura 5.1. Espectro de XRF 251 da amostra ZP1 do controle 1. 

 

As fotos das zonas periférica e de transição do controle 1 estão ilustradas na figura 

5.2. As figuras 5.3 e 5.10 mostram os mapas bidimensionais da intensidade normalizada 

em tecidos de próstata das zonas periférica e transversal do controle 1 dos elementos: P, 

S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. As intensidades relativas de fluorescência foram 

normalizadas utilizando o valor máximo encontrado para cada amostra. 
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Figura 5.2. Fotos dos cortes do controle 1: 

Zonas periférica 1 e 2 (a e b) e Zonas de transição 1 e 2 (c e d) 

Ponto P na figura 5.(a) representa um pixel na imagem. 

O espectro de XRF mostrado na figura 5.1 foi obtido exatamente neste ponto. 

 

 

Figura 5.3. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fósforo  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.4. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

 

Figura 5.5. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Através da figura 5.3 observamos que o fósforo esta distribuído de forma 

heterogênea e não esta presente em toda extensão das amostras analisadas. Analisando a 

figura 5.4 verificamos que o enxofre esta distribuído por toda extensão das amostras de 

tecido de próstata de forma heterogênea. 

A figura 5.5 mostra que o cloro não esta distribuído por toda extensão das amostras. 

Através da figura 5.6 pode-se observar que o K assim como o P e Cl não esta presente 

por toda extensão das amostras analisadas. 

 

 

Figura 5.6. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potássio  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.7. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cálcio  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

 

Figura 5.8. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.9. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

 

Figura 5.10. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 1. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Analisando a figura 5.7 verificamos que o cálcio esta distribuído de forma não 

uniforme em toda extensão das amostras analisadas. A figura 5.8 mostra que o Fe esta 

presente por toda extensão das amostras e apresenta distribuições similares com 

pequenos pontos muito intenso em quase todas as amostras com exceção da amostra ZP 

1 que apresenta distribuição menos heterogênea que as demais amostras. 

Através da figura 5.9 podemos observar que o cobre esta distribuído de forma 

heterogênea ao longo das amostras analisadas. Analisando a figura 5.10 verificamos que 

o zinco esta distribuído de forma não uniforme por toda extensão das amostras 

analisadas. 

As fotos das zonas periférica e de transição do controle 2 estão ilustradas na figura 

5.11. As figuras 5.12 e 5.19 mostram os mapas bidimensionais da intensidade 

normalizada em tecidos de próstata das zonas periférica e transversal do controle 2 dos 

elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. As intensidades relativas de fluorescência 

foram normalizadas utilizando o valor máximo encontrado para cada amostra. 

 

 

Figura 5.11. Fotos dos cortes do controle 2: 

(a) e (b) Zonas periférica 1 e 2 e (c) e (d) Zonas de transição 1 e 2. 
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Figura 5.12. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fósforo  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

 

Figura 5.13. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre 

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.14. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

 

Figura 5.15. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potássio 

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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A figura 5.12 mostra que o fósforo apresenta distribuição não homogênea e não 

esta presente em toda extensão das amostras analisadas. Através da figura 5.13 podemos 

observar que S apresenta distribuição heterogênea e esta distribuído por toda extensão 

das amostras de tecido de próstata. 

Analisando a figura 5.14 verificamos que o cloro apresenta distribuição não 

uniforme e não esta presente em toda extensão das amostras de tecido prostático. A 

figura 5.15 mostra que o potássio não esta distribuído em toda extensão das amostras 

analisadas e apresentaram pequenas regiões com nível alto de K. 

 

 

Figura 5.16. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cálcio  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.17. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

Figura 5.18. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 
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Figura 5.19. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco  

zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transição 1 e 2 (c e d) do controle 2. 

Os eixos mostram a dimensão das amostras em mm. 

 

Através da figura 5.16 observamos que o cálcio esta presente por toda extensão das 

amostras de forma muito heterogênea, com pequenas regiões com alta intensidade. 

Analisando a figura 5.17 verificamos que o Fe esta distribuído ao longo de toda 

amostras de forma heterogênea, porém as amostra da zona periférica (ZP 1 e ZP 2) 

apresentaram distribuição menos heterogênea do que as amostras da zona de transição 

(ZT 1 e ZT 2). 

A figura 5.18 mostra que as o Cu apresenta distribuição não uniforme por toda 

extensão das amostras, com pequenas regiões de intensidade elevada. Através da figura 

5.19 observamos que o zinco apresenta, por toda extensão das amostras analisadas, 

distribuição heterogênea. 

 

V. 1. 2 – Análise de esferóides celulares de próstata. 

A figura 5.20 ilustra o espectro de XRF de um esferóide de células de próstata com 

câncer. Foi possível detectar segundo as condições experimentais descritas no 

CAPÍTULO IV, os elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. 
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Figura 5.20. Espectro de XRF 44 do esferoide CaP 1. 

 

As fotos dos esferóides analisados estão ilustradas na figura 5.21. As figuras 5.22 – 

5.29 ilustram os mapas bidimensionais da intensidade normalizada dos esferóides 

analisados para os elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. 

 

 

Figura 5.21. Micrografias dos esferoides obtidas de CaP (a, b, c) 

e de células de HPB (d, e, f). 

Ponto P na figura 5.21(a) representa um pixel na imagem. 

O espectro de XRF mostrado na figura 5.20 foi obtido exatamente neste ponto. 
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Figura 5.22. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fósforo dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 

 

 

Figura 5.23. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre dos 

esferóides: CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 
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Figura 5.24. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 

 

Não foi possível observar a parte superior dos esferóides nas figuras 5.22, 5.23, 

5.24 devido o efeito de absorção causado devido a superfície dos esferoides não ser 

plana (formato esférico) e pela baixa energia das linhas K dos elementos P, S e Cl 

respectivamente. 

Analisando as figuras 5.22 e 5.23 verificamos que as distribuições de P e S são 

similares. Fósforo e enxofre apresentam distribuição heterogênea em todos os esferóides 

analisados. Os esferóides celulares de CaP apresentam regiões, com nível elevado de P 

e S, mais extensas do que nos esferóides celulares de HPB. 

A figura 5.24 mostra que o cloro, em todos os esferóides analisados, apresenta 

distribuição não uniforme. O mapa elementar do Cl é similar aos mapas do P e S, com 

exceção do esferóide HPB 2. As regiões com nível elevado de Cl foram mais extensas 

nos esferóides celulares de CaP do que nos esferóides celulares de HPB. O esferóide 

HPB 2 apresentou baixo nível de Cl ao longo de sua extensão. 
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Figura 5.25. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potássio dos 

esferoides: CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 

 

 

Figura 5.26. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cálcio dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 
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Através da figura 5.25 observamos que o K apresenta distribuição muito 

heterogênea na maioria dos esferóides analisados com exceção dos esferóides CaP 1 e 

CaP 3. Os esferóides celulares de HPB e os esferóides CaP 1 e CaP 3 apresentam 

regiões com ausência de K. O potássio, assim com os elementos P, S e Cl, apresentam 

regiões com nível elevado mais extensas nos esferoides celulares de CaP do que nos 

esferóides celulares de HPB. 

Analisando a figura 5.26 verificamos que a distribuição de Ca é heterogênea em 

todos esferóides analisados. Os esferóides de HPB e o esferoide CaP 3 apresentam 

níveis de Ca baixo na região de periferia. Os esferóides de CaP apresentam regiões com 

níveis de Ca mais intenso mais extensas do que nos esferóides de HPB que apresentam 

somente pontos mais intensos. 

 

 

Figura 5.27. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 
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Figura 5.28. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 

 

A figura 5.27 mostra que o Fe apresenta, em todos os esferóides analisados, 

distribuição muito heterogênea. Os esferóides de HPB apresentam poucas regiões com 

níveis de Fe mais intenso, comparando com os esferóides de CaP que apresentam 

regiões mais extensas. 

Através da figura 5.28 verificamos que o Cu apresenta distribuição heterogênea em 

todos os esferóides analisados. Os esferóides celulares de CaP apresentam regiões mais 

extensas de níveis mais elevados de Cu. Entre os esferóides de HPB, o esferóide HPB 3 

apresenta distribuição pequenas regiões de níveis mais elevados do que os demais 

esferóides. 
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Figura 5.29. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco dos esferóides: 

CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f). 

 

Analisando a figura 5.29 observamos que o Zn esta distribuído de forma 

heterogênea por toda extensão dos esferóides analisados.Os esferóides CaP 1, CaP 3 e 

HPB 1 apresentam a região interna com níveis de Zn mais elevados. A região com nível 

mais elevado é mais extensa nos esferóides celulares de CaP do que nos esferóides 

celulares de HPB. Cu e Zn apresentam distribuições similares em todos os esferoides 

analisados. 

 

V. 1. 2. 1 – Tratamentos com zinco 

As figuras 5.30 – 5.37 ilustram os mapas bidimensionais da intensidade 

normalizada dos esferóides celulares de HPB e Du 145 para as diferentes 

suplementações com Zn: 0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 
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Figura 5.30. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fósforo dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 

 

 

Figura 5.31. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 
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Figura 5.32. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 

 

 

Figura 5.33. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potássio dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 
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As figuras 5.30 e 5.31 mostra que P e S apresentam distribuições heterogêneas 

similares em todos os esferóides analisados. Os esferóides celulares de Du 145 

apresentam regiões mais intensas de P e S, mais extensas do que nos de HPB. Nas duas 

figuras o efeito de absorção foi maior nos esferoides celulares de Du 145 do que nos de 

HPB. Além disso, não houve diferenças quanto ao tratamento com Zn. 

Através da figura 5.32 observa-se que o cloro, em todos os esferóides celulares de 

HPB analisados, apresenta distribuição não uniforme. O esferoide de HPB com 

tratamento de 75 µM de Zn apresenta regiões com ausência de Cl. Analisando os 

esferoides Du 145 nesta figura, pode se ver que o esferoide sem tratamento (0 µM) 

apresenta distribuição heterogênea, os esferoides com tratamentos 75 µM e 100 µM não 

apresentam regiões com Cl e o esferoide com tratamento 150 µM apresenta uma 

pequena região central com intensidade de Cl. As regiões com nível elevado de Cl 

foram mais extensas nos esferóides celulares de HPB do que nos esferóides celulares de 

Du 145. 

Analisando a figura 5.33 verificamos que o K está distribuído heterogeneamente 

por toda extensão dos esferoides com exceção do esferoide de HPB sem tratamento (0 

µM ) que apresenta somente uma pequena região central com potássio. 

 

 

Figura 5.34. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cálcio dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 
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Figura 5.35. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 

 

 

Figura 5.36. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 
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Através da figura 5.34 observamos que o Ca apresenta distribuição heterogênea por 

toda extensão dos esferoides em todas  amostras analisados. Além disso, o esferóide Du 

145 sem tratamento (0 µM ) apresenta a região central com maior intesidade de Ca. 

Analisando a figura 5.35 é possível ver que o Fe apresenta, em todos os esferóides 

celulares analisados, distribuição muito heterogênea, com poucas regiões com níveis de 

Fe mais intensas. 

A figura 5.36 mostra que a distribuição de Cu é heterogênea em todos os esferóides 

analisados. Porém os esferoides de HPB apresentam regiões com ausência de Cu. 

 

 

Figura 5.37. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco dos esferóides 

celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementações com Zn: 

0 µM, 75 µM, 100 µM e 150 µM. 

 

Através da figura 5.37 pode se ver que o Zn esta presente por toda extensão dos 

esferoides celulares de forma heterogênea. Comparando os esferoides celulares de HPB, 

os esferoides com tratamentos 100 µM e 150 µM apresentam regiões mais extensas de 

maior intensidade. Além disso, comparando os esferoides celulares Du 145, o esferoides 

sem tratamento (0 µM) apresenta região mais extensa de alta intensidade. 

Os gráficos das intensidades de Zn para cada tratamento estão ilustrados nas figuras 

5.38 e 5.39. 
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Figura 5.38. Comparação de intensidade de Zn em esferoides celulares de HPB para os 

tratamentos com Zn: Controle (0 µM), T1 (75 µM), T2 (100 µM) e T3 (150 µM). 

 

A figura 5.38 mostra que a um aumento na intensidade de Zn com a suplementação 

com o Zn nos esferoides celulares de HPB comparando com o controle (0 µM). Entre os 

tratamento houve uma pequena redução no tratamento 2 comparando com os outros 

tratamentos. Para a análise estatística foi utilizado o teste não paramétrico Mann-

Whitney com significância de α = 0.05. O teste Mann-Whitney mostrou que todos os 

tratamentos diferem significativamente do controle. Entre os tratamentos não houve 

diferença significativa apenas entre os tratamentos T1 e T3. 
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Figura 5.39. Comparação de intensidade de Zn em esferoides celulares de Du 145 para 

os tratamentos com Zn: Controle (0 µM), T1 (75 µM), T2 (100 µM) e T3 (150 µM). 

 

Analisando a figura 5.39 pode se ver que para os esferoides Du 145 há um aumento 

na intensidade de Zn para o tratamento com 75 µM e uma redução para os tratamentos 

com 100 µM e 150 µM comparando com o controle (0 µM). O teste não paramétrico 

Mann-Whitney (α = 0.05) mostrou que todos os grupos diferem significativamente entre 

eles. 

 

V. 2. – Discussão geral dos resultados dos principais elementos envolvidos nas 

funções da próstata e em processos patológicos. 

a) Potássio 

Os resultados das amostras de tecido de próstata controle apresentam distribuição 

de potássio não uniforme e com grande flutuação nas intensidades. Na análise dos 

esferóides observamos que a distribuição é heterogênea em todos esferóides analisados 
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e os esferóides de CaP apresentam regiões com nível elevado mais extensas do que nos 

esferóides celulares de HPB. 

O potássio é um cátion intracelular importante com vários papéis. Ela desempenha 

um papel significativo na geração de membranas celulares em repouso e potenciais de 

ação, mantendo a osmolaridade intracelular e na síntese de proteínas. É também um 

cofator necessário para obter uma atividade máxima da enzima piruvato-quinase que 

está envolvida na produção de energia glicolítica. As células cancerosas mostraram 

aumento dos níveis de glicólise em comparação com células normais (OGAWA et al., 

1999). Como proteínas quinases ter efeitos profundos sobre uma célula sua atividade é 

altamente regulado e desregulado e atividade quinase é uma causa freqüente de doença, 

especialmente câncer (AL-EBRAHEEM et al., 2009). 

 

b) Cálcio 

Os resultados das amostras de tecido de próstata controle apresentaram distribuição 

de Ca heterogênea. A análise dos esferóides mostrou que os níveis de Ca são mais 

intensos na região central. Os esferóides de CaP apresentam regiões com níveis de Ca 

mais intenso mais extensas do que nos esferóides de HPB que apresentam somente 

pontos mais intensos. 

O cálcio é agora o nutriente mais promovido pelos defensores da tradicional: 

nutricionais e medicina alternativa, no entanto, ao mesmo tempo, a necessidade 

assumida é baseada puramente na especulação de que a ingestão do corpo de cálcio é 

bem abaixo das suas necessidades. De cerca de 1g de cálcio em um corpo adulto médio 

de 70 kg, quase 98% é encontrada no osso, 1% em dentes, e o resto é encontrado no 

sangue, fluidos extracelulares e dentro das células, onde é um co-fator de várias 

enzimas. O cálcio promove a coagulação sanguínea, ativando a proteína fibrina e, 

juntamente com o magnésio ajuda a regular o batimento cardíaco, o tônus muscular, 

contração muscular e condução nervosa. Deficiência crônica de cálcio está associada a 

algumas formas de hipertensão, câncer de próstata e colorretal, alguns tipos de pedras 

nos rins, e aborto. Defeitos de nascimento (coração) são vistos em crianças quando a 

mãe tem doença periodontal, distúrbios do sono, saúde mental / distúrbios depressivos e 

doenças cardiovasculares ou hemorrágica. Níveis elevados de cálcio estão associados 

com a degeneração artrítica e vascular, a calcificação dos tecidos moles, hipertensão e 

distúrbios acidente vascular cerebral, gastrointestinal distúrbios de humor e depressão, 

fadiga crônica, alcalinidade aumentou, e desequilíbrios minerais em geral. Altos níveis 
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de cálcio interferem com a vitamina D e, posteriormente, inibem o efeito de proteção de 

câncer da vitamina, exceto quando quantidade extra de vitamina D são suplementadas 

(EKINCI e INGEÇ, 2008). Perturbações na função de detecção do receptor de Ca
+2 

podem contribuir para a progressão de câncer (KIRCHHOFF e GEIBEL 2006). Os 

resultados mostram que os esferóides de células de CaP acumulam mais Ca que os 

esferóides de células com HPB. 

 

c) Ferro 

O Fe apresenta distribuição heterogênea com pequenos pontos muito intenso em 

todas as amostras de tecido de próstata analisadas. Em todos os esferóides analisados, o 

Fe apresenta distribuição não homogênea. 

O ferro é um elemento essencial no organismo humano essencial para as funções 

fisiológicas normais, porque é parte integrante de muitas proteínas e enzimas. Ele 

desempenha um papel vital na regulação do crescimento e diferenciação celular, de 

modo que parece que o ferro influencia o processo de carcinogénese. Ferro deve ser 

tanto ligado às proteínas ou mantidas no estado trivalente de redox, a fim de evitar 

danos no tecido a partir de radicais livres as formações que são considerados como 

relevantes para carcinogênese. A regulação da recepção de ferro intracelular é 

essencialmente feito através da transcrição do receptor de transferrina sobre o nível de 

ADN. Vários estudos têm mostrado que o ferro disponível pode ter algum papel em 

promover malignidade. O ferro pode catalisar a produção de radicais de oxigênio e estes 

podem ser imediatos carcinogênicos (KONEMANN et al., 2005). Segundo lugar, pode 

promover o crescimento de células transformadas pela inibição da defesa do hospedeiro. 

A atividade tumoral de macrófagos é suprimida pelo ferro dextran, ferro carbonila ou 

ferro contendo ferritina (MAJEWSKA et al., 2007). 

Os esferóides de células de CaP que apresentam regiões com níveis de Fe mais 

intenso maiores que nos esferóides de HPB, os resultados estão de acordo com a 

literatura que indicam que o Câncer esta associado ao acumulo de Fe. 

 

d) Cobre 

Através da analise das imagens de Cu em tecidos de próstata controle (figuras 5.9 e 

5.14) verificamos que este apresenta distribuição heterogênea ao longo das amostras. A 

análise dos esferóides mostra que o Cu apresenta distribuição heterogênea. Os 
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esferóides celulares de CaP apresentam regiões mais extensas de níveis mais elevados 

de Cu. 

O cobre é encontrado em todas as células vivas e é essencial para uma ampla 

variedade de processos bioquímicos, sendo um co-fator da enzima superóxido 

dismutase (SOD), uma enzima que impede o aparecimento e progressão de tumores, 

protegendo as células contra substâncias que causam formação de radicais livres. No 

entanto, é também um elemento potencialmente tóxico, por exemplo, pode afetar a 

carcinogênese por ser um co-fator para a angiogênese (MARTIN et al., 2005). Cobre, 

pode ser associado com funções que protegem o corpo de doenças, mas também com os 

processos que facilitam a sua propagação. Por exemplo, as funções do cobre como um 

cofator para enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), que têm um papel na 

defesa do organismo humano contra a doença. Inversamente, o cobre é também um co-

fator para a lisil-oxidase envolvidas na invasão e deposição da matriz extracelular. Íons 

de cobre podem gerar radicais hidroxilas mais prontamente do que o ferro pode, e estes 

podem estar relacionados com a destruição dos tecidos. Uma possível função do cobre é 

o seu papel na função da inibição da superóxido dismutase 1 (SOD1), que é importante 

para a sinalização endotelial e, por conseguinte, a proliferação do tumor 

(FARQUHARSON et al., 2007). 

 

e) Zinco 

Analisando as imagens do zinco nos tecido de próstata (Figuras 5.10 e 5.19) 

verificamos que o zinco esta distribuído de forma heterogênea por toda extensão das 

amostras analisadas. Nos esferóides, as distribuições de Zn (figura 5.31) é heterogênea 

por toda extensão dos esferóides analisados. Os esferóides de células de CaP 

apresentam região com nível mais elevado mais extensa do que nos esferóides celulares 

de HPB. O tratamento com Zn mostrou que nos esferoides celulares de HPB há um 

aumento na intensidade de Zn com a suplementação, mas este aumento não depende da 

concentração suplementada. Nos esferoides celulares Du 145 houve um aumento na 

intensidade de Zn com suplementação com 75 µM e uma redução quando suplementado 

com 100 µM e150 µM, esta redução pode ser devido às células epiteliais malignas não 

terem a capacidade de acumular altos níveis de Zn. 

Um traço característico dos tecidos da próstata ao contrário de outros tecidos é a 

sua capacidade de acumular concentração excepcionalmente elevada de zinco, que é 

tóxica para os tecidos de outras partes do corpo. A importância da concentração de 
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zinco elevada nestas células não é conhecida, mas o zinco é um elemento traço essencial 

importante que afeta várias enzimas e fatores de transcrição importantes para a 

proliferação de células normais e diferenciação. Ele modula a replicação do DNA, 

síntese protéica e vias de sinalização celular (VALLEE e FALCHUK 1993). Este 

oligoelemento desempenha um papel em uma grande variedade de processos 

fisiológicos e patológicos envolvidos na proliferação celular, diferenciação e 

ontogênese, na prevenção do estresse oxidativo e no status imunológico e 

envelhecimento (STEFANIDOU et al., 2006; SENSI et al., 2003). Como o zinco é um 

antioxidante, a desregulamentação do metabolismo de zinco também resulta em 

aumento da susceptibilidade a danos dos radicais livres e, portanto, a transformação 

maligna (MOCCHEGIANI et al., 2006). Além disso, certas alterações moleculares e 

biológicas observadas no envelhecimento estão associadas com características 

patológicas de malignidade (DUNSMUIR et al., 1998). 

Embora as concentrações de zinco sejam relativamente elevadas ao longo da 

próstata, esta capacidade reside dentro das células secretoras do epitélio glandular da 

zona periférica, que é o principal local de origem da maioria das doenças malignas da 

próstata (COSTELLO et al., 2005; FRANKLIN et al., 2007). A principal função da 

zona periférica da próstata humana (como em outros animais) é a produção e secreção 

de níveis muito elevados de citrato, o que nos referimos como "produção de citrato 

liquida" (HUANG et al.,2005). 

Curiosamente, a função principal do Zn na próstata pode ser para facilitar a 

secreção de citrato. Ao contrário da maioria células em que o Zn é sequestrado em 

vesículas e organelas, Zn no citoplasma da célula da próstata compreende quase 35% do 

teor total de Zn intracelular. Este Zn é fracamente ligado a moléculas de peso molecular 

pequeno como o citrato e é considerado biologicamente ativo (COSTELLO e 

FRANKLIN 1998). O dogma atual sugere que esse bioactivo associação de Zn é 

essencial para a inibição m-aconitase, poupando oxidação citrato no ciclo de Krebs, e 

fornecendo quantidades elevadas de citrato para a secreção no fluido prostático 

(COSTELLO et al., 2005). Para manter a alta concentração de Zn celular e secreção, a 

homeostase do Zn na próstata deve ser muito bem regulada e só recentemente os 

possíveis modos de regulação pela homeostase do Zn foram elucidados (KELLEHER et 

al., 2011). 

O câncer de próstata surge tipicamente a partir do alto acumulo de zinco na zona 

periférica da próstata, enquanto que HPB é pensado para originar na zona de transição 
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(COSTELLO et al., 2005; FOSTER, 2000). Células malignas da próstata não têm a 

função especializada de produção e secreção de citrato. Elas devem substituir as vias 

metabólicas associadas com a produção de citrato líquido com as relações metabólicas 

que são adequadas para a existência maligna. A transformação metabólica para 

eficiência energética citrato-oxidante de células que perderam a capacidade de acumular 

zinco fornece suas necessidades metabólicas / bioenergética de malignidade. Além 

disso, a influência apoptótica do zinco é eliminada, o que permite a proliferação das 

células malignas (HUANG et al.,2005). Mais importante, raramente, ou nunca, é 

encontrado glândulas malignas que mantiveram os níveis de zinco alto que caracteriza a 

glândula normal. Além disso, a diminuição do zinco ocorre no início do 

desenvolvimento de tumores malignos da próstata (FRANKLIN et al., 2005). 
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CAPÍTULO VI 

 

CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho utilizou-se a microfluorescência de raios X com radiação síncrotron 

(µSRXRF) para analisar amostras de tecido de próstata controle e esferóides de células 

com câncer e com HPB. 

A µSRXRF usando o módulo de fendas com resolução espacial de 500 µm provou 

ser uma técnica altamente eficiente no mapeamento de amostras de tecido da ordem de 

centímetros (1,5 a 2,0 cm) sendo capaz de detectar os elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, 

Cu, Zn. 

O mapeamento das amostras de tecidos prostático controle mostrou que todos os 

elementos apresentaram distribuição heterogênea. Os elementos P, Cl e K não estão 

distribuídos em toda extensão das amostras. A zona periférica do controle 1 apresentou 

níveis de Cu e Zn maiores que a zona de transição. Estudos já mostraram que células 

secretoras do epitélio glandular da zona periférica possuem a capacidade de acumular 

altos níveis de Zn (FRANKLIN et al., 2007, COSTELLO et al., 2006). Cu e Zn são os 

grupos prostéticos de metaloenzimas diversas incluindo superóxido dismutase (SOD). 

Cu e Zn - SOD são as mais importantes enzimas antioxidantes envolvidas na principal 

defesa celular e pode, assim, ajudar a proteger contra a progressão da carcinogênese ou 

tumor (MCCORD et al., 2005). 

A µSRXRF usando a ótica capilar com resolução espacial de aproximadamente 20 

µm provou ser uma técnica eficiente no mapeamento de esferóides celulares para alguns 

elementos. Através da técnica foi possível detectar os elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, 

Cu, Zn. Porém o mapeamento foi eficiente apenas para os elementos: K, Ca, Fe, Cu, Zn. 

Os elementos P, S e Cl sofreram efeito de absorção causado devido a superfície dos 

esferoides não ser plana (formato esférico) e pela baixa energia das linhas K destes 

elementos parte da radiação fluorescente sofre absorção na parte mais espessa do 

esferóide. Todos os elementos apresentam distribuição heterogênea em todos os 

esferóides celulares analisados. Para todos os elementos detectados a distribuição foi 

mais extensa nos esferóides celulares de câncer. Mostrando que as células 

transformadas tendem a acumular estes elementos. Além disso, foi encontrada uma 

relação entre as distribuições de Cu e Zn. 
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A análise dos esferoides suplementados com diferentes concentrações de Zn 

mostrou que todos esferóides apresentaram distribuição heterogênea para todos os 

elementos detectados. Nos esferoides celulares de HPB houve um aumento na 

intensidade de Zn com a suplementação nas 3 concentrações de suplementação. O teste 

Mann-Whitney mostrou que a intensidade de Zn, em todos os tratamentos, difere 

significativamente do controle. Entre os tratamentos não houve diferença significativa 

apenas entre os tratamentos de 75 µM e 150 µM. Nos esferoides celulares Du 145 

houve um aumento na intensidade de Zn com suplementação de 75 µM e uma redução 

para os tratamentos com 100 µM e 150 µM comparando com o controle (0 µM). O teste 

não paramétrico Mann-Whitney (α = 0.05) mostrou que todos os grupos diferem 

significativamente entre eles. 

Os resultados mostraram que a técnica µSRXRF é eficiente na análise de tecidos e 

esferoides celulares fornecendo informações importantes e pode ser usada em conjunto 

com outras técnicas na caracterização de amostras biológicas. 

A capacidade das células secretoras do epitélio glandular da zona periférica da 

próstata de acumular altos níveis de Zn e produzir e secretar níveis muito elevados de 

citrato fazem do Zn o principal responsável por facilitar a secreção de citrato. A função 

específica de zinco nas células secretoras normais do epitélio e sua relação com o 

processo cancerígeno sugerem que mais estudos sobre o mapeamento elementar em 

esferóides em conjunto com estudos morfológicos podem ajudar a esclarecer a relação 

entre zinco e CaP. 

Para trabalhos futuros que desenvolverão pesquisa nesta área de estudo pode-se 

sugerir: 

a) Realizar mais estudos com o tratamento de Zn em esferoides celulares de 

próstata utilizando intervalos de concentrações maiores de Zn, para verificar a 

saturação de Zn em células tumorais; 

b) Analisar outros tipos de linhagens tumorais prostáticas em conjunto com 

estudos de viabilidade celular e apoptose, para avaliar a influência do Zn nas 

diferentes linhagens; 

c) Utilizar um número maior de amostras por grupo, para uma melhor análise 

estatística. 
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