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Doencas da prostata, tais como cancer de préstata (CaP) e hiperplasia benigna da
prostata (HPB) s@o os problemas de saude mais frequentes em homens que passaram da
meia-idade. Muitos elementos quimicos desempenham um papel fundamental em
diversos processos biologicos como ativadores ou inibidores da atividade celular e
enzimatica. O objetivo deste trabalho foi estudar a distribuicdo quimica elementar em
tecidos de préstata normais e em esferdides derivados de células de prostata humana
com CaP e HPB e analisar as diferengcas na resposta ao tratamento com zinco em
esferdides celulares de CaP e HPB. As medidas foram realizadas utilizando a técnica de
microfluorescencia de raios X (uXRF) na linha de luz XRF do Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Brasil, utilizando um feixe branco com energia
méaxima de 20 keV para excitacdo e um detector Si (Li). O experimento foi realizado em
geometria padrdo (45 ° x 45 °), usando um sistema convencional de colimacdo por
fendas ortogonais para analise do tecido e Otica capilar para analise dos esferdide. Os
resultados da analise de tecido mostraram que a maioria dos elementos analisados
apresentou distribuicdo ndo uniforme para as diferentes areas da prdstata examinadas.
Os resultados dos esferdides analisados mostraram que todos os elementos analisados

apresentaram distribuicdo ndo uniforme em &reas diferentes dos esferdides 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 (UXRF) 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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CAPITULO |

INTRODUCAO

Este trabalho de tese visa fornecer informagdes para um melhor entendimento sobre
as patologias ocorridas na préstata, como o Cancer prostatico (CaP) e a Hiperplasia
Prostatica Benigna (HPB) através da investigacdo da distribuicdo de elementos tracos
em tecido de prostata e in vitro.

Em termos de valores absolutos, o cancer de prostata é o sexto tipo de cancer mais
comum no mundo e 0 mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total
de cancer. As taxas de incidéncia desse tipo de cancer sdo cerca de seis vezes maiores
nos paises desenvolvidos, comparados aos paises em desenvolvimento. No Brasil, o
cancer de proéstata é a segunda neoplasia mais freqiiente nos homens, ficando atras dos
tumores de pele ndo melanoma (INCA, 2009). O nimero de casos novos de cancer de
prostata 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 cancer € responsavel 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 paises desenvolvidos, essa sobrevida passa para 76% e nos paises
em desenvolvimento 45% (INCA, 2009).

A HPB é a doenca urologica de maior prevaléncia em homens com idade superior a
50 anos, alcancando 90% de incidéncia 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 urinario fraco, nocturia,
infeccdo urinaria, retencdo urinaria e consequentemente limitacdes em atividades sociais
(LEE e BUSHMAN, 1995).

A andlise através da distribuicdo bidimensional e da estrutura eletrénica de
determinados elementos tragos em tecidos biolégicos 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 quimico) sdo
muito Uteis para compreender certos processos que ocorrem em amostras heterogéneas

de origem industrial, geoldgicas, arqueoldgicas, bioldgicas e ambientais. A analise da



estrutura eletronica de certos elementos pode prover informagdes sobre os fendmenos
quimicos associados a processos carcinogénicos.

A participacdo do zinco em processos bioldgicos da prostata ja 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
distribuicdo de zinco na préstata ndo € uniforme e que sua concentracdo diminui em
tecidos com CaP e aumenta em tecidos prostaticos com HPB (ZAICHICK et al., 1997,
VARTSKY et al., 2003). Varios estudos mostraram que o ferro pode ter algum papel no
desenvolvimento de tumores cancerigenos. O ferro é integrante de diversas proteinas e
enzimas e participa do crescimento e desenvolvimento da célula (MAJEWSKA, et al.,
2007). Outro elemento fundamental no funcionamento das células da préstata é o
enxofre. O enxofre e seus ligantes estdo envolvidos em muitos processos importantes
como replicacéo, transcricdo e traducdo do material genético (KWIATEK et al., 2008).

Este trabalho tem como objetivo principal analisar a distribuicdo bidimensional
elementar de certos elementos em tecido prostatico de individuos sem patologias
prostaticas e em esferoides celulares estabelecidos a partir de bidpsias prostaticas de
portadores de cancer de préstata e de hiperplasia prostatica benigna (HPB). A uXRF
vem sendo utilizada pelo fato de ser uma ferramenta poderosa na analise de elementos
tracos em tecidos biologicos. Os mapas elementares obtidos através da uXRF podem ser
utilizados para identificar células, tecidos, ou inclusdes que tém concentracdes de
metais distintas em amostras biologicas. As principais vantagens da utilizagdo da uXRF
sdo: baixa energia de dissipacdo e praticamente nenhum dano térmico na amostra a ser
analisada, ndo existe perda de elementos volateis, logo ndo ha necessidade de vacuo e
baixo background, resultando em melhores limites de deteccdo (SERPA 2007).

Os objetivos especificos sao:

1. Analisar tecidos prostaticos de individuos normais (grupo controle) através da
técnica de uXRF para obter quantitativamente e qualitativamente o mapa
bidimensional da distribuicdo elementar quimica,

2. Analisar esferoides celulares derivados de células prostaticas obtidas de bidpsias
de portadores de CaP e HPB através da técnica de puXRF para obter
qualitativamente o mapa bidimensional da distribuicdo elementar, de modo a
analisar a interacdo dos diferentes tipos celulares presentes e a distribuicdo dos

elementos quimicos.



3. Analisar as diferencas na resposta ao tratamento de Zinco em esferdides
celulares de CaP e controle através da técnica de microfluorescéncia de Raios X
(uXRF).



CAPITULO Il

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Il. 1 — Determinacdo de elementos tracos em amostras bioldgicas.

Durante as Gltimas décadas, a analise de elementos em campos téo diferentes como
a medicina, biologia e ciéncias ambientais tem sido bem estabelecida (EKINCI e
INGEC 2008). Elementos trago (Oligoelementos) desempenham um papel significativo
nos processos bioldgicos. Eles sdo capazes de afetar a sade humana, competindo com
elementos essenciais para sitios de ligacdo disponiveis e pela ativacdo ou inibicdo de
reacdes entre enzimas metabolicas (AL-EBRAHEEM et al., 2009).

Atualmente, existem varias técnicas bem estabelecidas para determinar as
concentragdes de elementos-trago em tecidos humanos, tais como fluorescéncia de
raios X induzida por préton (PIXE) (KUBALA — KUKUS et al., 1999, RAJU et al.,
2006) analise por ativacdo neutronica 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) Atomizacdo por
Forno de grafite e Atomizacdo por Chama (GFAAS e FFAAS respectivamente)
(SIDDIQUI et al., 2006), fluorescéncia de raios X por dispersao de energia (EDXRF)
(GERAKI et al., 2002, 2004, POLETTI et al.,, 2004, SILVA et al., 2008) e
Fluorescéncia de Raios X por reflexdo Total (TXRF) (BENNINGHOFF et al., 1997,
MAJEWSKA et al., 1997, 1999, 2007, KUBALA — KUKUS et al., 2007, SILVA et al.,
2009).

A XRF ¢ um método analitico que tem sido muito utilizado, pois se trata de uma
técnica ndo destrutiva que possibilita a analise multielementar em uma Unica medida e
permite uma avaliacdo qualiquantitativa da composicdo quimica de varios tipos de
amostras bioldgicas. A andlise através da técnica XRF tem sido descrita por muitos
autores na analise de amostras de tecidos bioldgicos para investigar a influéncia de
elementos tracos no desenvolvimento de neoplasias, principalmente em processos
carcinogénicos (KUBALA — KUKUS et al., 1999, 2007, CHWIEJ et al., 2005). Usando
EDXREF, os niveis de Pb, K, Ca, Cu Fe, Zn, Br, Rb, Sr, e As foram determinados na
urina de 937 trabalhadores expostos a altos niveis de ingestdo de Pb em seis diferentes
situacOes de trabalho (THI HONG et al., 1996). Usaram a XRF para determinar a

concentracdo de Zinco em amostras de tecido de préstata com HPB e com céancer



prostético (ZAICHICK et al., 1997, 2004, VARTSKY et al., 2003, SHILSTEIN et al.,
2006). Amostras de tecido de pulm&o 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 andlise por Fluorescéncia de Raios X com
Radiagdo Sincrotrom (SRXRF) para a medicdo do teor de elementos traco no cabelo das
mulheres com hiperplasia mamaria e cancer foi demonstrada (KOLMOGOROQV et al.,
2000). Amostras de tecido de mama normais e com cancer foram analisadas utilizando
um sistema de XRF (GERAKI e FARQUHARSON, 2001, GERAKI et al., 2004).
Técnicas de EDXRF foram usados para analisar pedras da vesicula biliar (EKINCI e
AHIN, 2002).. Concentragdes dos elementos presentes no cancer de pulméo
esquizofrénico, e sangue de pacientes leucémicas foram determinados utilizando o
método de EDXRF (EKINCI e EKINCI, 2004). Utilizaram a TXRF para determinar as
concentracdes de Fe, Cu, Zn e Se em amostras de tecidos malignos e benignos de
mama, pulméo e colon (MAJEWSKA et al., 2007). A TXRF foi utilizada para estudar
as concentracdes 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).
MAGALHAES et al., (2010) utilizou TXRF para analisar os tecidos saudaveis e
cancerigenos de um mesmo individuo ao longo de varias se¢des contiguas fina de cada
tecido: mamario, intestino e estbmago. CANELLAS et al., (2012), utilizou TXRF para
analisar o soro de pacientes com anemia falciforme (AF) e de individuos saudaveis.
Foram identificados os elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br e Rb. Foi encontrado
um aumento de Fe e na relacdo Cu/Zn em amostras de soro de pacientes com AF. Eles
concluiram que a investigacdo das concentracdes dos elementos Fe, Cu, Zn e Cu/Zn
podem ser capazes de ajudar em estudos sobre o desenvolvimento de AF.

A distribuicdo e ambiente quimico local de metais e ndo-metais em tecidos e
células fornecem informacBes importantes para o conhecimento estrutural e funcional
de qualquer tipo de organismo. Para obter informacGes sobre as espécies quimicas, bem
como as suas concentracdes e locais é crucial para a compreensdo de suas funcdes
biologicas e processos metabdlicos (WU e BECKER, 2011). O emprego da
microfluorescéncia de raios X possibilita a determinacdo de uma variedade de
elementos quimicos em amostras de dimensdes diminutas, inclusive permitindo a
verificagdo da distribuicdo espacial dos mesmos. Entretanto, a determinacdo de

elementos em niveis diminutos (ng/g), empregando suas radiagdes caracteristicas,



requer uma fonte e raios X muito intensos. Este requerimento tem como finalidade
evitar problemas severos de corre¢do de fundo, principalmente aqueles gerados a partir
da emisséo de elétrons secundérios. Tal problema pode ser evitado ao se empregar uma
fonte de raios X extremamente intensa, como as encontradas em laboratérios de luz
sincrotron (JANSSENS et al., 2000).

Mais recentemente, radiagdo sincrotron com base em microscopia fluorescéncia de
raios X (UXRF) tem demonstrado ser uma porta promissora para a obtencdo de imagens
elementares a nivel celular (DILLON et al., 2003, KEMNER et al., 2004, PAUNESKU
et al., 2003, TWINING et al., 2003). Neste sentido, 0 emprego de radiacdo sincrotron e
microfluorescéncia de raios X (USRXRF) abre intmeras oportunidades para
determinacdo e/ou mapeamento de elementos quimicos em amostras com diferentes
propriedades fisicas (ADAMS et al., 1998). A primeira micro sonda de fluorescéncia de
raios X acoplada a radiacdo sincrotron foi proposta em 1972 por Horowitz e Howell, e
atualmente diversas aplicacbes de micro sondas sdo encontradas na literatura (AL-
EBRAHEEM et al., 2009a e 2010b, GUERRA et al., 2010, KASTYAK et al., 2010,
ZIMMER et al., 2011).

Desde entdo, varias aplicagdes envolvendo uSRXRF tem sido realizadas, dentre
elas destacam se as aplicacdes em pesquisa médica. Isto é resultado do fato que este
método possibilita a investigacdo das mudangas da composicdo elementar a nivel
celular (BOHIC et al, 2001, SUGIMOTO et al., 2004, SZCZERBOWSKA-
BORUCHOWSKA et al., 2004), o que é particularmente importante, pois 0S processos
bioguimicos patoldgicos ocorrem a um nivel de escala micro e submicro.
Adicionalmente, ha evidéncias fortes que metais ou ions de metais estdo diretamente
associados com a etiologia ou manifestacdo 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 pSRXRF a influencia na memoria de ratos do
uso de suplementos de zinco em dgua durante os periodos de 3 ou 9 meses. A uSRXRF
foi utilizada para analisar as diferencas na distribuicdo 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 funcgdes cerebrais. uSRXRF pode
determinar as alteracdes nas concentracdes desses elementos sob condi¢bes normais e
patoldgicas, que fornece informacdo til sobre a fisiologia e patologia do cérebro
(FENG et al., 2005).



CHWIE]J et al., (2005). Estudaram os resultados obtidos por uSRXRF utilizando
diferentes métodos de preparacdo de amostra, para analisar a influéncia do processo de
fixacédo e do processo de emblocamento em parafina. Para estes estudos foram utilizadas
amostras de cérebro de rato. Foi observada a diminui¢do de massa por unidade de area
de K, Br e 0o aumento de P, S, Fe, Cu e Zn no tecido como resultado do processo de
fixagdo. Para as amostras embutidas em parafina, foi observado um nivel mais baixo da
maioria dos elementos.

TOMIK et a.l (2006), realizaram uma investigacdo utilizando uSRXRF para a
determinacdo da composicdo elementar de tecido cerebral (massa cerebral), células
nervosas e tecidos da espinha que representam trés casos de ALS (esclerose lateral
amiotréfica) e cinco controles (ndo-ALS). Na analise das secfes dos tecidos foram
encontrados os seguintes elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn e Br. Foi achada uma
alta concentracdo dos elementos Cl, K, Ca, Zn e Br em células nervosas comparando
com o tecido vizinho. Os resultados de analise quantitativa mostraram que ndo havia
nenhuma anormalidade geral na acumulacdo elementar entre o0 ALS e o0 grupo de
controle. Porém, para casos de ALS individuais foram observadas tais anormalidades
para as células de nervosa. Também demonstraram diferengas na acumulacdo elementar
entre os casos de ALS analisados.

FARQUHARSON et al., (2007), descreveram um estudo sobre a distribuicdo
espacial dos elementos Cl, Ca, K, P, S, Ti, Fe, Cu e Zn em tecido de mama com cancer
com foco principal no cobre e foco secundario no ferro e zinco utilizando pSRXREF.
Através dos resultados obtidos, a uSRXRF mostrou-se satisfatdria, pois apresentou
mapas elementares com boa resolugédo na distribuicdo elementar.

AL-EBRAHEEM et al., (2009), Mediram os niveis relativos de K, Fe, Cu e Zn, em
condicdes normais e malignas no figado e no tecido renal, bem como 0 mapeamento de
micro-elementos-traco em carcinoma ductal invasivo de tecido de mama, com objetivo
de identificar as diferencas em niveis de tragco entre o tecido normal e cancerigeno e
correlacionar a deficiéncia ou excesso observado na carcinogenesis. Os resultados para
a distribuicdo de elementos em tecidos de mama, indicaram uma forte correlacéo entre a
localizacdo dos pdlos da célula cancerosa e as areas de elevado teor de metais de Zn, Fe,
Ca e Cu. No entanto, os mapas das distribuicGes elementar de Fe em amostras de outras
manifestacbes mostraram comportamento inverso. O cobre tem sido de particular

interesse no estudo do tecido mamario devido a sua contribuicdo para a angiogénese.



KASTYAK et al., (2010), Estudaram alteracGes bioquimicas por Sincrotron
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (SFTIR) e pXRF nas
regibes do sistema nervoso central (SNC) de seis portadores de esclerose lateral
amiotréfica (ALS) e trés ndo-degenerado (controle) com o objetivo de avaliar a
ocorréncia e distribuicdo de cristais de creatina. Foi encontrado depdsitos heterogéneo
na medula espinhal, tronco cerebral e no cortex do neurénio motor em dois casos ALS.
A assinatura FTIR de creatina foi identificada nesses depdsitos e em grande depdsitos
ndo pigmentados em quatro dos casos de ALS. Os elementos Ca, K, Fe, Cu e Zn,
conforme determinado por uXRF, ndo foram correlacionados com os depoésitos
pigmentados, no entanto, houve uma maior incidéncia de hot spots (Ca, Zn, Fe e Cu)
nos casos de ALS. A identidade dos depésitos pigmentada permanece desconhecida,
embora a auséncia de Fe argumenta contra o0s eritrocitos e neuromelanin. Eles
concluiram que os depositos de elevacdo 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 radiacdo
ionizante, incluindo micro fluorescéncia de raios X com radiacao sincrotron (U-SRXRF)
mapeamento de retroespalhamento Rutherford (u -PIXE/RBS), baixo angulo de
espalhamento coerente de raios X (cCSAXS) e de imagem de raios X de contraste de
fase, disponibilizando informacgdes elementares sobre make-up, a organizacdo em
grande escala de coladgeno e caracteristicas anatdmicas de moderada e baixo numero
atdbmico. Analisaram a correspondéncia entre a absorcdo de elementos e dos tecidos
afetados e a progressdo da doenca.

GUERRA et al., (2010), determinaram por por uSRXRF a distribuicdo espacial de
chumbo e de célcio no esmalte e na dentina de dentes primarios doados por criancas que
vivem em uma area sabidamente contaminada por chumbo. Foi observado que o nivel
de significancia de Pb foi alto na superficie do esmalte. Além disso, Pb / Ca diminui de
intensidade a partir da superficie do esmalte a dentina circumpulpar. Esses resultados
podem ajudar esclarecer como os niveis de chumbo na superficie do esmalte estdo
relacionados com o contexto ambiental.

O Laboratério de Instrumentacdo Nuclear (LIN/COPPE/UFRJ) tem realizado
estudos utilizando SRXRF para a determinacdo da distribuicdo elementar em amostras
biolbgicas.

ANJOS et al. (2004), utilizaram a uSRXRF para estudar a distribuicdo elementar

de Ca, Zn e Sr ao longo das regides, esmalte, dentina e polpa de dentes humanos. Os



resultados mostraram que a verificagdo do mapa de distribuicdo 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 fluorescéncia de raios X (XRFCT) no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) e analisaram amostras de tecido humano com céncer de
intestino e de mama. Foi possivel ver a distribuicdo elementar de cobre, ferro e zinco
nas amostras analisadas.

ROCHA et al., 2007 analisaram amostras de tecido da mama atravées das técnicas
de Imagem Melhorada por Difragéo (DEI) e XRFCT. A analise por XRFCT mostrou a
distribuicdo elementar de cobre, ferro e zinco.

PEREIRA et al (2008, 2009a, 2009b, 2010) usaram XRFCT para estudar a
distribuicdo elementar em diferentes amostras de tecido humano com e sem
malignidade. Eles utilizaram dois diferentes algoritmos para reconstru¢do de imagens:
um algoritmo comum usado em CT, e o algoritmo MKCORR para correcdes de
absorcdo. Utilizaram diferentes tipos de feixe quasemonocromatico. A comparacao das
imagens de XRF reconstruidas com algoritmos diferentes apresentaram as mesmas
caracteristicas. Mas, na andlise dos perfis, foi observada uma grande diferenca na
intensidade entre o algoritmo sem correc¢des de absor¢éo e o algoritmo com correcdo de
absorcdo. Concluiram que utilizando um feixe quasemonocromatio de 12 keV, obtém-se
uma imagem com valor estatistico superior, com menos defeitos radiais, e dentro de um
tempo mais curto de medicdo, em comparacdo com o uso do feixe monocromatico de
9,8 keV. Eles mostraram que a concentracdo de Fe, Cu e Zn é maior em amostras com
tumor do que em amostras saudaveis.

SERPA et al. (2008) determinaram através da técnica USRXRF as distribuicGes de
Zn, Fe e Cu em sec¢des coronais de cérebros de ratas Wistar de diferentes idades e
realizaram um estudo para associar as distribuicdes destes elementos e 0s mecanismos
quimicos do cérebro que induzem algumas doencas neuroldgicas.

LIMA et al. (2008a, 2010) empregaram as técnicas uSRXRF e micro tomografia
computadorizada 3D (micro-CT) para caracterizacdo de estruturas 0sseas da cabeca
femoral e as regibes corticais e trabecular de ratas wistar controle e submetidas a
ovariectomia. Os resultados por USRXRF mostraram a distribuicdo bidimensional
elementar do enxofre, fosforo e célcio para regido trabecular e cortical. Em outro
trabalho Lima et al., (2008b) utilizaram a técnica uSRXRF para investigar a alteracdo

da composigdo mineral 6ssea em ratos sadios e em ratos com hipertiroidismo induzido.



Apresentaram a distribuicdo de P, S, K, Ca, Zn e Sr para os dois grupos controle e
hipertiroidismo. Mostraram também que houve uma reducdo na espessura cortical e
trabecular.

Em estudos recentes (PEREIRA et al., 2011, 2012) utilizaram a microtomografia
por fluorescéncia de raios X (XRFUCT) para determinar a distribuicdo elementar de
ferro, cobre e zinco em amostras bioldgicas. A técnica XRFUCT permitiu a visualizagdo
tridimensional da distribuicdo elementar, sem danificar o material e forneceu uma
analise qualitativa e quantitativa dos tecidos bioldgicos analisados.

SALES et al., (2012) combinou as técnicas de microtomografia de raios X (UCT) e
UXRF para avaliar a qualidade da micro arquitetura interna de tecidos 6sseos. Os
resultados por uXRF mostraram as distribuicdes de que o célcio, zinco e estroncio. Os
resultados mostraram que UCT e WXRF provaram serem técnicas alternativas e

complementares para estudar a qualidade das estruturas 0sseas.
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CAPITULO Il

FUNDAMENTOS TEORICOS

I1l. 1 — A Prostata

A prostata € a maior glandula acesséria do sistema reprodutor masculino. Ela
produz parte do fluido seminal. Durante a ejaculacéo, o fluido seminal, como parte do
sémen, ajuda no transporte dos espermatozoides. A préstata € um 6rgdo sélido, 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 préstata. A
glandula prostética se liga a sinfise pubica pelo ligamento puboprostatico e é separada
do reto, posteriormente, pelo septo retrovesical (ou fascia de Denovillier) o qual se une,
acima pelo peritonio e abaixo, pelo diafragma urogenital. Na extensdo postero-superior
da prostata localizam-se as vesiculas seminais e os vasos deferentes, enquanto que na
face anterior, encontram-se 0 complexo venoso dorsal. Delineadas pelos musculos
levantadores do anus estdo as margens laterais da glandula, formando o sulco lateral
prostatico (MCNEAL,1972a, 1988b, SALVAJOLI et al., 1999, NICKEL 1999). A
Figura 3. 1. ilustra a localizacdo da prostata e suas relagdes com outros érgaos.

Histologicamente, a prostata é constituida de musculo liso, tecido glandular e tecido
conjuntivo. A préstata é composta de estroma fibromuscular e 30-50 glandulas que se
abrem na uretra, lateralmente ao verum montanum, através de 15 a 30 ductos excretores.
A glandula normal apresenta variacbes na quantidade de estroma e epitélio nas
diferentes zonas ou regifes: a chamada prostata interna € composta pelas zonas de
transicdo e pelas glandulas periuretrais, rica em estroma, enquanto que a chamada
prostata externa € composta pela zona periférica, rica em tecido epitelial (LEE et al.,
1995, MCNEAL, 1990).

A prostata foi dividida por MCNEAL (1988) em quatro areas morfoldgicas,
denominadas zonas, sdo elas: zona periférica (70% da glandula), zona de transicao

(2%), zona central (20%), e zona fibromuscular anterior (8 a 30%).
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Figura 3.1. llustracéo da localizacdo da prostata e de suas relacbes com outros
orgdos (NCI, 2011).

A principal funcéo da préstata é a producéo do liquido prostatico; este fluido, como
parte do sémen, facilita o transporte, ajuda nutrir e proteger os espermatozoides durante
a ejaculacdo. E levemente 4cido (pH 6.5) e contém vérias substancias bioldgicas
importantes como: frutose, acido citrico, espermina, prostaglandinas, zinco, proteinas e
enzimas especificas, 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 (Antigeno Prostatico Especifico) que provou ser de grande
importancia para o diagnostico do Cancer de Prostata. O PSA é uma glicoproteina, que
atua como uma protease serina, contém 7% de carboidratos e é achado quase que
exclusivamente nas células epiteliais prostaticas. Seu papel principal ¢ manter o sémen
liquido (NEAL et al., 1992, NICKEL 1999, WATT et al., 1986).
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O tamanho e funcdo da prdstata sdo regulados por horménios. Um dos principais
hormdnios é a testosterona (T), que deve ser convertida no interior da prostata no
androgénio ativo di-hidrotestosterona (DHT). Estes sdo de grande importancia no
crescimento e  funcionamento da glandula  prostdtica (CARLSON e
KATZENELLENBOGEN, 1990, DESLYPERE et al., 1992).

A préstata é sede de vérias patologias. Entre elas, destacam-se 0S processos
inflamatorios, infecciosos ou ndo, denominados de prostatites, 0 aumento benigno da
zona de transicdo da glandula, chamado de Hiperplasia Prostética Benigna e o Cancer
de Préstata (TORRES et al., 2003). A figura 3.2 mostra a ilustracdo anatdmica da

préstata dividida em zonas e a disposicao das doengas da prdstata por zona.

Zonas da prostata

a - zona central

b - zona fibromuscular
¢ - zona de transigdo
d - zona periférica

e - regido das glandulas periuretrais

Zonas da préstata

Periférica | Transigdo Central

Inflamagdo aguda

Inflamagdo crdnica

Hiperplasia prostdtica benigna

Carcinoma
@ Alta prevaléncia Baixa prevaléncia
) Média prevaléncia Nenhuma

Figura 3.2. Esquema geral da distribuicdo das zonas do tecido prostatico e suas
relacbes com as patologias da glandula (GLAESSGEN, 2008).
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I11. 1. 1 - Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

A HPB é a doenca uroldgica de maior prevaléncia em homens com idade superior a
50 anos (BENDHACK e DAMIAO, 1999). Resultados advindos de necropsias
demonstram que a prevaléncia da HPB, com base no diagnostico histologico, aumenta
progressivamente com a idade. A HPB ja esta presente em individuos a partir dos 30-40
anos, sendo que na quinta década é demonstravel 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 obstrucdo intravesical provocada
pelo aumento do tecido prostatico periuretral correspondente a zona de transi¢do. Na
hiperplasia, ocorre um aumento da proliferacdo celular, tanto no componente estromal
(muscular liso e conjuntivo) quanto no epitélio glandular da zona de transicdo
(OLIVEIRA, 2005). Alguns mecanismos interativos como a testosterona, a
diidrotestosterona (DHT) e alguns fatores de crescimento sdo provavelmente
responsaveis pelo desenvolvimento da HPB (WALSH, 1992, SROUGI e CURY, 1998,
WALSH e WORTHINGTON, 1998).

Os sinais e sintomas decorrentes da HPB tém sido classificados para efeitos
didaticos em obstrutivos (comprometimento do volume e da for¢a do jato urinario,
interrupcdo do fluxo, gotejamento terminal e hesitacdo) e irritativos (nocturia,
frequéncia diurna, urgéncia, disuria). Atribuem-se os sintomas urinarios obstrutivos a
obstrucdo mecéanica ao fluxo urinario decorrente do aumento da glandula, enquanto os
sintomas urinarios irritativos vém sendo correlacionados com a obstrucdo funcional
decorrente do aumento do ténus das fibras musculares presentes na proéstata,
especialmente em sua capsula (BENDHACK e DAMIAO, 1999). Além dos sintomas
obstrutivos e irritativos hd também sangue na urina e no sémen; forte dor nas costas, na
pelve, nos quadris ou nas coxas; ere¢des menos firmes ou impoténcia, como tambem
diminuicdo da quantidade de fluido seminal ejaculado (WALSH, 1992, SROUGI e
CURY, 1998, WALSH e WORTHINGON, 1998). Embora a evidéncia clinica da
doenca seja menos comum, o0s sintomas de obstrucdo também estdo relacionados a
idade. Aos 55 anos de idade, em torno de 25% dos homens terdo sintomas miccionais
obstrutivos, e aos 75 anos, 50% dos homens relatam diminuicdo da forca e calibre do
jato urinario. Aproximadamente 50% dos homens com menos de 60 anos que sdo

submetidos a cirurgia para HPB podem ter uma forma hereditéria da doenca. Esta forma
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parece ser uma heranca autossomica dominante e os parentes em primeiro grau destes

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

I11. 1. 2 - Céncer e Cancer de Prostata

O céncer é definido como um tumor maligno, mas ndo é uma doenca Unica e sim
um conjunto de mais de 200 patologias. Uma célula normal pode sofrer alteracbes no
DNA. E o que se chama de mutacdo genética. As células cujo material genético foi
alterado passam a receber instrucbes erradas para as suas atividades. As alteracOes
podem ocorrer em genes especiais, denominados protooncogenes, que a principio sdo
inativos em células normais. Quando ativados, 0s protooncogenes transformam-se em
oncogenes, transformando as células normais em células malignas, dando inicio ao
cancer (ABRALE, 2008).

As mutacOes vdo se acumulando no genoma da célula, determinando novas
alteracbes em seu comportamento (ABCANCER, 2008). As ceélulas malignas
geralmente tém capacidade para formar novos vasos sanguineos que as nutrirdo e
manterdo as atividades de crescimento descontroladas. O acumulo dessas células forma
os tumores malignos. Estes invadem inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar
ao interior de um vaso sanguineo ou linfatico e, por meio desses, disseminar-se,
chegando a 6rgéos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases.

As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas funcbes do
que as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao substituindo
as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas funcdes (ABRALE, 2008).

No Brasil, as estimativas para o0 ano de 2013, apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele nao
melanoma. Sem 0s casos de cancer da pele ndo melanoma, estima-se um total de 385
mil casos novos. E esperado um total de 257.870 casos novos para 0 sexo masculino e
260.640 para o sexo feminino. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo
melanoma, préstata, pulméo, célon e reto e estbmago para 0 sexo masculino; e 0s
canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, colon e reto e glandula tireoide
para o sexo feminino (INCA 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se
esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai

incidir em paises de baixa e média renda (INCA 2011).

15



O céncer de prostata (CaP) é a neoplasia mais freqlientemente diagnosticada desde
1984 e a segunda principal causa de morte masculina. Representa o sexto tipo de cancer
mais comum em todo o mundo, sendo 0 mais prevalente em homens, correspondendo
cerca de 10% do total de casos de cancer (SALIDO et al., 2001, JEMAL et al., 2004,
INCA, 2009). Aproximadamente 680.000 novos casos séo diagnosticados por ano no
mundo (PARKIN et al., 2005). No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer (INCA) previu
60.180 novos casos para 2012, este nimero corresponde um risco estimado de 62 novos
casos a cada 100 mil homens, ficando atrds apenas do tumor de pele ndo melanona, o
mais freqliente em todas as regides do Pais (INCA, 2011). Nos EUA foram previstos
para 2012, 241.740 novos casos e 28.170 mortes, assim nos EUA o céancer de prostata é
a segunda principal causa de morte por cancer 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
incidéncia sobe exponencialmente. A heranca genética € um fator de risco, pois a
probabilidade aumenta em homens que possuem parentesco com pessoas que
apresentam / apresentaram a doenca. A raca também é outro fator de risco, pois o cancer
de préstata € mais comum em homens negros do que em homens brancos e é menos
comum em amarelos. O risco de desenvolver a doenca ao longo de toda a vida é de
17,6% para homens brancos e de 20,6% para homens negros (NCI, 2011). Outros
fatores sdo processos inflamatorios infecciosos como prostatite, sifilis, papilomavirus e
herpes (DE MARZO et al., 1999), e ainda fatores hormonais, dieta e fatores ambientais
(MCCULLOUGH 1988, SHAND e GELMANN, 2006).

Ha uma grande quantidade de estudos novos no campo de fatores de progndstico
em CaP. Atualmente, ndo existe um marcador que seja capaz de predizer a terapia
especifica para o CaP. Varios sistemas de classificacdo sdo disponiveis, possuindo
variavel aceitacdo (BILLIS 2008, DIAZ et al., 2000), sendo a de Gleason a mais aceita.
Em 1966, Donald F. Gleason publicou sua classificacdo que diferia de outras por se
basear nas caracteristicas arquitetbnicas da neoplasia e ndo na morfologia celular
(GLEASON 1966, MCLEAN et al.,1997). O sistema baseia-se em padrdes histoldgicos
da neoplasia conforme a diferenciacdo glandular (formacdo ou ndo de &cinos) e a
presenca ou ndo de fusdo de acinos neoplasicos. Dessa forma Gleason definiu 5 padrées
histolégicos bésicos distintos, onde o denominado 1 contém glandulas com melhor

diferenciacdo e o 5 neoplasia indiferenciada. A classificacdo final é obtida através da
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soma dos dois padrGes mais freqlientes (predominante e secundario) e vai de 2 a 10,
sendo chamada de escore de Gleason. Quando a neoplasia apresenta padrdo Gnico soma-
se novamente o valor do mesmo padréo. Eventualmente pode aparecer um terceiro
padrdo histoldgico que deve ser citado quando for mais alto que os dois predominantes
(PAN et al., 2000, STAMEY et al., 1999). Neoplasias com escore baixo sdo ditas bem
diferenciadas e tém longa sobrevida. J& naquelas com escore alto, indiferenciadas,
apresentam maior recorréncia e mortalidade (LEITE et al., 2005, RIOUX et al., 2002).
Vaérios estudos tém demonstrado correlacdo entre o escore de Gleason e o
progndéstico da doenca. A presenca de padrdo de Gleason 4 ou 5 é praticamente
preditivo de pior evolucdo (MELLINGER 1977, SOGANI et al., 1985, EPSTEIN et al.,
1994). O escore de Gleason é um parametro de referéncia para todos 0s antigos € novos
indicadores de progndstico em cancer de prostata (EPSTEIN, 1993a e 1994b).

I11. 2 — Cultura de células

O cultivo de células se iniciou no principio do século XX com HARRISON (1907),
e CARREL (1912). Essa tecnica 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
laboratérios do mundo inteiro (MOLINARO et al., 2010). O cultivo celular é
considerado como um conjunto de técnicas que mantém conservado algumas das
propriedades fisioldgicas, bioguimicas 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 sdo as principais
vantagens dessa técnica. Atualmente, com a implementagio das Comissdes de Etica de
Uso de Animais em Pesquisa (CEUA), a cultura de células é o principal modelo
alternativo para a substituicdo dos animais em experimentos de pesquisa (MOLINARO
et al., 2010). Dependendo do grau de preservacdo da estrutura do tecido, do 6rgdo de
origem e da sua duracdo, os cultivos sdo classificados em diferentes tipos, tais como de
orgaos, de tecido, primério e linhagem celular (PERES e CURI, 2005).

Uma cultura priméria € estabelecida a partir do crescimento de células oriundas de
um fragmento de tecido obtido por desagregacdo mecanica ou enzimatica. Essas células
possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um
determinado periodo de tempo e sdo denominadas células primarias. Essa forma de

cultivo é a mais utilizada para estudar o comportamento de determinada célula in vitro
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devido a presenca de suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas (MOLINARO et al.,
2010). As células primérias que conseguem manter suas caracteristicas originais
possuem um tempo de vida curto.

A linhagem celular é formada a medida que a cultura priméaria é repicada e as
células com uma maior capacidade de proliferacdo predominam na garrafa de cultivo
(MOLINARO et al., 2010). Essas células ainda ndo perderam as caracteristicas do
tecido de origem, mas possuem alta proliferagdo. A linhagem celular € muito utilizada
em pesquisa, pois pode ser mantida em cultura por um grande periodo de tempo
(quando comparado as células primarias) e ainda guarda grande parte das caracteristicas
do tecido original. Muitas linhagens celulares podem ser propagadas sem perder suas
caracteristicas por até oitenta passagens, além de serem euploides, ou seja, possuem um
nimero de cromossomos multiplo do nimero original da espécie (MOLINARO et al.,
2010).

Tem sido desenvolvidos métodos para estabelecer e investigar as propriedades de
culturas de epitélio prostatico e de células estromais. O uso destes nas culturas de
células in vitro tem proporcionado grande parte da informacéo que orienta ideias atuais

sobre prevencao e tratamento de cancer de prostata (SGOUROS et al., 2003).

I11. 2.1 — Cultura em trés dimensdes (3D) e Esferoides celulares

Leighton em 1951 ja percebia as limita¢6es do cultivo em monocamadas, pois este
sistema de cultivo ndo reproduz a arquitetura do tecido in vivo e ndo prevé a toxidade
orgao-especifica e, aléem disso, ndo prevé a sinalizagdo mecanica e bioquimica e a
comunicacdo célula-célula sdo perdidas (MAZZOLENI et al., 2009, PAMPALONI e
STELZER, 2009). Tais limitacbes podem ser atribuidas ao fato do cultivo em
monocamadas oferecer as células um ambiente ndo fisiologico, forcando-as a se
adaptarem em um meio artificial, plano e rigido (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 preocupacao com a manutencdo da arquitetura tecidual fez com que LEIGHTON
(1954), descrevesse pela primeira vez alguns aspectos importantes da cultura em 3D,
séo eles:

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

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

células.

d) O modelo pode permitir um gradiente de difusdo capaz de gerar uma alteragéo

na morfologia celular, podendo iniciar processos relacionados a diferenciacao

tecidual.

A criacdo de modelos que permitissem testes de efeito e de intensidade de radiacdo
direcionou Robert M. Sutherland e outros pesquisadores a utilizagdo de cultura de
células em 3D. Trabalhando inicialmente com linhagens derivadas de pulmdo 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 adeséo das
células com o substrato. Como conseqiiéncia, os agregados de células assumiram uma
morfologia esférica a qual fez com que esses autores 0s denominassem de esferoides
multicelulares (INCH et al., 1970; SUTHERLAND et al., 1971).

Esferoides s&o colbnias de células em forma de esfera formada por automontagem
que permitem o crescimento e varios estudos funcionais de diversos tecidos (INGRAM
et al., 1997). A formacéo de esferoides ocorre de forma espontanea, em ambientes onde
a interacdo celula-célula domina sobre a interacdo célula-substrato. Métodos tipicos
para formacdo de esferoide incluem gotas de suspensdo, cultura de células em
superficies ndo-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 caracteristicas
morfologicas e funcionais de seu equivalente tecido in vivo. Um dos fatores
responsaveis por isto € a crescente producdo de componentes de matriz extracelular o
qual permite a criacdo de uma complexa rede tridimensional onde protagoniza um
grande numero de interacGes célula-célula bem como célula-matriz. A descricdo e
localizacdo de fatores (pato)fisiol6gicos, bem como penetragdo, ligacdo e bioatividade
de drogas podem ser entdo 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 interacbes célula-célula / célula-matriz
(NEDERMAN et al.,, 1984, DAVIES et al., 1997, BALLANGRUD et al., 1999,
BATES et al., 2000). Estas semelhangas com um xenoenxerto de tumor séo acopladas
com muitas das vantagens experimentais de uma cultura em monocamada, incluindo a

capacidade de controlar rigorosamente as condi¢des experimentais e de tratamento, a

19



capacidade de resposta de investigagdo e um mecanismo de estudo, e também a
capacidade para investigar um grande nimero de agentes e combina¢Ges de forma
rapida e com baixo custo (SGOUROS et al., 2003).

A diferenciagdo da cultura em esferoide inclui ndo somente a conservagdo da
capacidade morfogénica e reorganizacdo histotipica, mas também a manutencdo das

funcdes e padrbes de expressdo génica (KELM et al., 2003)

I11. 3 — Interacdo da radiacdo com a matéria

Quando a amostra é excitada, 0 campo eletromagnético da radiacdo interage com 0s
elétrons dos atomos do material no qual ele incide. A excitagcdo pode ser feita de varias
maneiras: excitacdao por particulas aceleradas como elétrons, prétons ou ions, particulas
alfa, particulas beta ou raios gama emitidos por radionuclideos, além do processo mais
utilizado, que é através de raios X (MANICA, 2006). Devido a interacdo ocorrem Varios
fendmenos de atenuacdo e espalhamento. A interacdo pode ocorrer de diferentes formas,
cada processo dependera da energia de excitacdo e das caracteristicas da amostra, como
composicdo quimica, densidade ou espessura. Os trés principais processos de interacdo
séo:

Efeito fotoelétrico: ocorre quando a radiacdo incidente é completamente absorvida
por um elétron de uma camada interna de um atomo, dando origem a um fotoelétron.
Tem predominancia para baixas energias (< 100 keV) e a probabilidade aumenta para
elementos de niumero atémico (Z) elevado.

Espalhamento de raios X: acontece quando parte da radiacdo incidente interage
com os atomos e sofre modificacdo de direcao, ou seja, modificacdo de momento linear.
Podendo ser Incoerente (Efeito Compton), quando a energia é modificada ou Coerente
(Rayleigh) quando a energia incidente ndo é alterada, apenas muda de dire¢do. Ocorre
com maior probabilidade para energias entre 1 e 5 MeV.

Producdo de pares: ocorre quando a radiacdo incidente interage com os atomos do
material e é completamente transformada em duas particulas, o par elétron-pdsitron.
Este tipo de interacdo ndo existe para energias de excitagdo menores que 1,02 MeV.

A producdo de raios X caracteristicos € consequéncia do efeito fotoelétrico.

I11. 3.1 — Efeito fotoelétrico
O efeito fotoelétrico ocorre quando um feixe de fétons de energia abaixo de 100

keV interage com um atomo do material e ocorre transferéncia total da energia a um
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elétron de um orbital e este é ejetado (fotoelétron), este fenbmeno recebe o nome de
absorcdo fotoelétrica.
O fotoelétron é ejetado com energia cinética (K) igual & diferenca entre a energia do

foton incidente (4v) e a energia de ligacdo do elétron orbital Be.

K=hv-Be
Onde:
h = contante de Planck;
v = frequéncia da radiagao.

A producéo de raios X caracteristicos é consequéncia do efeito fotoelétrico.

I11. 4 — A Fluorescéncia de Raios X (XRF)

A analise por fluorescéncia de raios X é um método quali-quantitativo baseado na
medida de comprimentos de ondas ou nas energias e nas intensidades (niUmero de raios
X detectados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos emitidos pelos
elementos que constituem a amostra (BOUMANS e KLOCKENKAMPER, 1989).

Quando ocorre a absorcdo do foton por niveis internos, o atomo fica em um estado
excitado e tende a ejetar os elétrons do interior dos niveis dos atomos, e como
consequéncia realizam um salto quantico para preencher a vacancia. Ha dois processos
de decaimento que seguem a criacdo da vacancia: a emissdo de fotons fluorescentes
(raios X caracteristico) e de elétrons Auger, como € mostrado esquematicamente na
figura 3.4 (MANICA, 2006).

A energia emitida na forma de raios X caracteristico emitem linhas espectrais cujas
intensidades estdo relacionadas com concentracdo dos elementos na amostra. Para a
producdo de raios X caracteristico é necessario retirar elétrons das camadas mais
internas dos atomos, por exemplo, camada K, para isto a energia minima deve ser
superior a energia de ligacdo do elétron nessa camada, denominada energia de ligacédo

eletrbnica ou também de corte de absor¢édo Ex.

21



o E.=0eV
B, — e oo o —-6eV
o o o —-20eV
8 Foton
O
jo))
- *—eo —-530 eV
=
ﬂ—.—é/;
*—o o O
N\PNch'ﬂonu
oO—e @ I
Efeito Auger Fluorescéncia

Figura 3.4. Diagrama esquematico mostrando os processos de absorcao e de
decaimento para o Oxigénio (MANICA, 2006).

As energias de ligacdo sdo chamadas de energia critica de excitacdo. Elas
representam a energia minima que deve ser igualada ou excedida para ejetar elétrons de
um atomo, deixando assim, o atomo instavel ou ionizado necessario para iniciar o
processo de emissdo dos raios X caracteristico.

Quando amostras sdo irradiadas com feixe de fotons de energia E,, e esta excede a
energia critica de excitacdo dos elétrons em um dado atomo, alguns elétrons sdo
ejetados do atomo, determinando que o atomo esteja em um estado excitado ou
ionizado.

O atomo estando em estado ionizado torna-se instavel e quase instantaneamente
ocorre um processo de transicdo eletrdnica a fim de preencher as vacancias deixadas
pelos elétrons ejetados. Se um elétron de um nivel K é ejetado, a vacancia pode ser
preenchida por elétrons dos niveis L, M, N. Entdo, cada transicdo eletrdnica constitui

uma perda de energia para o elétron, resultando na emissdo de um foton de raios X, com
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energia igual a diferenca entre os dois niveis de energia envolvidos e bem definidos para
cada elemento.

Os raios X emitidos por um elemento séo reunidos sob a denominacéo K, e Kg,
devido as transicoes L — K e M — K, respectivamente, e os raios X devido a transi¢ao
M — L sdo denominados de L, € Lg, etc.

A energia de ligagéo eletronica pode ser calculada de modo aproximado, aplicando-
se a teoria atdbmica de Bohr para o atomo de hidrogénio e atomos de hidrogénoides, e
posteriormente, fazendo-se algumas consideragdes sobre a experiéncia de Moseley.

Desse modo a equacao 3.1 permite o célculo aproximado dessa energia para 0s
elétrons das camadas K e L dos 4&tomos de um elemento:

E =13,65(Z — b)z(ni2 — %) (3.1)
f i

onde:

E = energia dos raios X (eV);

ni, Ns = numero quantico principal do nivel inicial e final do salto quéantico;

Z = numero atdmico do elemento emissor dos raios X;

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4 para saltos quanticos para a
camada K e L, respectivamente.

Pode ser observado nesta equacdo 3.1 que a energia de ligacdo para uma dada
camada é diretamente proporcional ao quadrado do nimero atdmico Z do elemento
excitado. Assim, para "retirar” elétrons do nivel K dos elementos Al, Fe e Te, de
nameros atbmicos 13, 26 e 52, respectivamente, sdo necessarios 1,560, 7,114 e 31,814
keV para o nivel K e 0,074, 0,723 e 4,612 keV para o nivel L.

A fracdo da radiacdo incidente que leva a emissdo de uma determinada linha de
raios X caracteristico é determinada por uma probabilidade de excitacdo que é produto
de trés outras probabilidades (LACCHANCE e CLAISSE, 1995):

Pe, = Pniver-Piinha-Pivorescencia (3.2)
onde:
Pnivel € @ probabilidade que a radiacdo incidente retire elétrons de um dado nivel
quantico. Pode ser o nivel K, L, M, N, O, ..., etc;
Piinna € @ probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua série.
Para um elétron retirado do nivel K pode-se ter as seguintes transi¢es do nivel L : K-L,
e K-Lg;
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Privorescencia € @ probabilidade de ocorrer emissdo de fluorescéncia de raios X ao
invés de elétron Auger, a partir de uma transicao realizada entre dois estados quanticos.

O atomo fica excitado quando libera um elétron orbital. Os elétrons de niveis mais
energéticos vao preenchendo as vacancias produzidas. A energia na transicao € liberada
de duas formas:

1)  como um féton na forma de fluorescéncia de raios X;

2)  como um elétron na forma de elétron Auger.

O rendimento de fluorescéncia o é definido como a probabilidade para que o féton
produzido seja liberado do atomo sem ser reabsorvido gerando um elétron Auger.

Assim, o pode ser representado como:

w="1s (3.3)
n
p
np =Ny + Na (34)

onde:

ns € 0 numero de fotons produzidos como fluorescéncia de raios X;

np € 0 numero de fotons que séo produzidos devido as vacancia nos niveis e sub-
niveis atdmicos;

na € 0 numero de foton que sdo reabsorvidos dentro do atomo, produzindo elétrons
Auger.

O rendimento de fluorescéncia para linha K é dado pelo niumero de fotons ng
emitidos como fluorescéncia de raios X, paratodas as linhas K, dividido pelo namero de

fotons criados Nk devido as transi¢fes entre os estados quanticos. Assim, tem-se:

Nk, N, + N, +---_ZnK
N

Ny K (49

Oy =

E possivel obter o rendimento de fluorescéncia w_ para as linhas L tendo trés

diferentes valores: o, ,®, eo, . .
1 2 3

Pode-se definir o rendimento de fluorescéncia de um modo geral como o nimero de
raios X efetivamente emitidos em relacdo ao nimero de vacancias produzidas em um

dado nivel.
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I11. 4. 1 — Microfluorescéncia de Raios X (uXRF)

A pXRF € uma técnica bastante atrativa para analise local e para o mapeamento
elementar em varios tipos de materiais (BERNASCONI et al., 1994). Sendo uma
variagdo da XRF convencional a principal caracteristica da uXRF ¢ sua capacidade de
analise espacial, ou seja, ela é capaz de produzir mapas elementares bidimensionais e as
dimensdes do feixe sdo bastante reduzidas (da ordem de um).

As informagdes por uXRF sdo obtidas dividindo-se a superficie a ser analisada em
pixels (areas), onde a dimensdo desses pixels (area) é determinada pela dimensdo do
feixe. O feixe de radiacdo incide em cada pixel e induz a emissdo de fotons de
fluorescéncia de raios X. Um sistema apropriado de deteccdo coleta estes fotons de
fluorescéncia que contém a composicdo quimica desta area da amostra (Figura 3.5). A
amostra é entdo movida por motores controlados atraves de um computador e assim se

obtém informagdes de outras areas da amostra.

Porta amostra

Area Irradiada

\Qaios X caracteristico

Detector

T}
Feixe micrométrico

Figura 3.5. Desenho esquematico da montagem experimental para medi¢cdes de uXRF.

Trés tipos de informagdes podem ser obtidas através da aplicacdo da uXRF:

a) Informacdo pontual - Fornece uma rapida comparacdo de materiais heterogéneos
através da analise de apenas uma area da amostra;

b) Perfil - E uma analise sequencial de vérios pixels (areas) alinhados ou
verticalmente ou horizontalmente que fornece informacdo a respeito da
homogeneidade da amostra;

¢)  Mapas elementares - E uma combinacio de varios perfis que possui uma matriz
com linhas e colunas que permite analisar a composi¢do de uma superficie inteira

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

amostra. Um esquema da obtencdo de uma imagem é representado na figura 3.6.
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Figura 3.6. Representacdo esquematica da obtencdo de uma imagem

A pXRF ¢ um poderoso método para analise em amostras biologicas, tendo as
seguintes vantagens: limite de deteccdo baixo (0,01 pgg™), pequeno dano térmico e as
medidas podem ser realizadas no ar (EKTESSABI et al., 1999).

O uso de raios X como fonte de excitagdo para a radiacdo caracteristica tem
algumas vantagens em relacdo a outras fontes (elétrons e particulas pesadas carregadas):
baixa energia de dissipacdo e praticamente nenhum dano térmico na amostra (PRINS
1984).

A utilizagdo de radiacdo sincrotron em uXRF permite maior sensibilidade para a
analise de concentracGes muito baixas e possibilita estudar amostras menores (da ordem
de um) de modo que seria impossivel através do uso de outras fontes. A
microfluorescéncia de raios X com radiagdo sincrotron (WSRXRF) é uma ferramenta

muito poderosa na analise elementar ao nivel de micrometros (JANSSENS et al., 2000).

I11. 5. - Radiacdo Sincrotron - LNLS
A radiacdo sincrotron (RS) é a radiacdo eletromagnética emitida quando particulas
carregadas com velocidade relativistica sdo submetidas a aceleracdo radial. Elas s&o

produzidas por feixes de elétrons/pdsitrons que circulam em uma camara de vacuo,
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mantidas em uma orbita fechada curva por imés, 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% a 10° nm), luz visivel (10? nm), luz ultravioleta (10 a 10™ nm) e
raios X (<10™ nm).

A base tedrica para a producdo de RS esta relacionada a descobertas do elétron por
Thomson. Em 1897, Larmor derivou uma expressdo da eletrodindmica classica para a
poténcia total instantanea irradiada por uma particula acelerada carregada. No ano
seguinte, Liénard estendeu este resultado ao caso de uma particula relativistica
submetida a aceleracdo centripeta numa trajetéria circular. A formula de Liénard
mostrou que a poténcia da radiacio é proporcional a (E/mc?)*/R?, onde E é a energia da
particula, m € massa de repouso do elétron, e R € o raio da trajetéria e c € a velocidade
da luz no vacuo. A primeira observacao visual da radiagdo sincrotron 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 producdo € iniciado por um canhdo de elétrons de um acelerador
linear. Os aceleradores lineares sdo aceleradores de particulas carregadas, como
elétrons, prétons ou ions pesados. As particulas carregadas entram em um tubo onde
existem campos elétricos alternados. Estas particulas sdo aceleradas primeiramente por
um campo elétrico e entram em um tubo de corrente ou “drift tube” onde sdo protegidas
do campo elétrico e o atravessam com velocidade constante até a proxima abertura.
Neste ponto as particulas sdo novamente aceleradas e a cada abertura entre os tubos
“drifts” as particulas recebem mais ¢ mais energia. Esse processo ¢ capaz de acelerar as
particulas carregadas com energias muito grandes (NOGUEIRA, 2011).

O feixe de elétrons gerado pelo acelerador linear é injetado em um anel de
armazenamento, onde ha trés dispositivos basicos: os dipolos magnéticos, formados por
imas dipolares que produzem um campo magnético homogéneo no sentido vertical que
sdo responsaveis pela deflexdo do feixe e consequentemente producdo de luz sincrotron;
os quadripolos ou sextupolos que estdo situados nos trechos retos do anel e servem para
focalizar os elétrons e reduzir as aberracdes cromaticas; e a cavidade de radio
frequéncia que esta situada em um ou mais dos trechos retos e € responsavel 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 a radiacdo
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produzida nas partes curvas de suas trajetdrias para aumentar o tempo de vida do feixe
(MARGARITONDO, 1995).

Num anel de armazenamento tipico, os elétrons possuem uma meia vida entre 4-
12h. A corrente maxima depende da energia armazenada, mas tipicamente esta entre
100 a 1.000 mA, para energias tipicas compreendidas entre 3 MeV e 1 GeV
(BICHINHO, 2008).

Os feixes de raios X que se podem obter em uma maquina de luz sincrotron sdo
extremamente intensos, colimados e dotados de um elevado grau de coeréncia
longitudinal. Além disso, com a utilizacdo de cristais monocromadores € possivel obter
feixes praticamente monocromaticos com energia selecionavel dentro de um amplo
espectro de energia. O feixe &, por sua natureza, laminar com altura de alguns
milimetros e com largura de algumas dezenas de centimetros no plano do objeto, o que
o0 torna ideal para sistemas de imagens. As caracteristicas geométricas do feixe podem
também ser modificadas mediante o uso de cristais assimeétricos ou de outras oticas, de
modo a adaptar-se a exigéncias especificas (LEWIS, 1997; ARFELLI, 2000;
THOMLINSON, 2002).

No mundo inteiro existem 60 fontes de luz sincrotron distribuidas em 17 paises. As
aplicacBes incluem niveis de valéncia espectroscopicas em atomos e moléculas (com
energias acima de 20 eV), estudos estruturais (estruturas cristalinas, transicdo de fase,
natureza de compostos quimico, formas de nanoparticulas, etc.), estudos biologicos e
microfabricacdo (CASTRO, 2001).

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) foi desenvolvido para colocar o
Brasil num seleto grupo de paises capazes de produzir luz sincrotron, com objetivo de
levar o desenvolvimento de novos materiais de alto desempenho, mais econdmicos e
menos nocivos ao ambiente e a novos conhecimentos sobre materiais biolégicos, como
as proteinas, que irdo propiciar mais adiante o surgimento de solucdes para problemas
de saude.

A primeira fonte de Luz Sincrotron brasileira foi projetada em 1983, mas tornou-se
operacional apenas 14 anos depois, em 1997, é o primeiro laboratorio do hemisfério sul
capaz de produzir Luz Sincrotron. Esta situado em Campinas cidade do estado de Sé&o
Paulo (Brasil). Foi desenvolvido e construido no Brasil com financiamento do CNPq e
do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

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

Materiais (CNPEM), junto com outros trés Laboratérios Nacional: de Biociéncias
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(LNBio), Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) e de
Nanotecnologia (LNNano). CNPEM é uma instituicdo privada de pesquisa e
desenvolvimento (R & D), fundada principalmente pelo Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdo (MCTI) (LNLS, 2013).

Atualmente, as condigdes do feixe na fonte de Luz Sincrotron do LNLS sdo:
energia de 1,37 GeV, corrente maxima de 250 mA e tempo de vida em torno de 20 h. A

figura 3.7 mostra uma vista geral do anel de armazenamento.

-1

Figura 3.7. Vista geral do anel de armazenamento.

As linhas de luz sdo constituidas por uma instrumentacdo complexa que transporta
condicBes e detecta os feixes de radiacdo sincrotron produzidos por uma fonte de
radiacdo, que pode ser um ima defletor ou um dispositivo de insercdo instalado no
interior do anel de armazenamento. Cada linha de luz é especializada em um conjunto
de técnicas, otimizada para campos especificos de pesquisa.

O LNLS tem atualmente 15 linhas de luz em operacdo (Figura 3.8), abrangendo
energias que variam de eV a algumas dezenas de keV. Metade das suas linhas de luz sdo
principalmente destinadas a estudos estruturais dos materiais, ou seja, a forma como o0s
atomos e as moléculas se organizam no espago. Essas linhas de luz s&o organizadas em
trés grupos, difracdo 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 angulo
(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 a irradiacdo de energia eletromagnética. Existem dois grupos nesta categoria de
linhas de luz, Absorcéo de raios X e espectrometria de fluorescéncia (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).
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Figura 3.8. Layout das linhas de luz do LNLS (LNLS, 2013).
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CAPITULO IV
MATERIAIS E METODOS

IV.1 — Obtencdo e preparacao do tecido prostatico

As amostras de prdstata utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratério de
Interacfes Celulares do ICB/CCS/UFRJ proveniente de individuos com idade de 30
anos que sofreram morte inesperada com auséncia de HPB e CaP.

Foram utilizadas duas (N = 2) proéstatas inteiras divididas em duas zonas: de
transicdo (ZT) e periférica (ZP). Cada zona foi dividida em dois lados: 1 e 2. Cada
fragmento foi emblocado em OCT (Tissue-Tek OCT Compound - € uma formulacéo de
resinas e glicOis soluveis em agua, que prové uma matriz conveniente para corte em
criostato a temperaturas abaixo de -10°C.) e congelado em seguida foram feitas seccOes
com espessura de 500 um utilizando um micrétomo no interior de um criostato a -25° C.
Estas seccdes foram depositadas em filme plastico ultralene (membrana ultra-limpa sem
qualquer tipo de contaminacdo ferromagnética) de 4 um 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 — Obtencao e preparacéao dos esferoides celulares.

Os esferoides celulares foram estabelecidos a partir de células primarias e linhagem
tumoral prostatica humana Dul45.

As células primarias foram obtidas através de bidpsias prostatica transversal de
pacientes do Hospital Municipal do Andarai (Rio de Janeiro) com idades acima de 40
anos portadores de HPB ou Cancer prostéatico. O Projeto passou pelo Comité de Etica
em Pesquisa- CONED e tem namero de cadastro CAAE-0029.0.197.000-05.
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O material biopsiado da prdstata do paciente submetidos a bidpsias prostatica
transversal foi coletado em tubos platicos com solugdo tamponada estéril, tampéo
fosfato de sodio (PBS) 0,01 M e pH 7,45, contendo dois antibidticos e um antifingico
(penicilina 10.000UI e estreptomicina 10 mg e anfotericina “B” 25), e em seguida
processado em camara de fluxo laminar (&rea destinada a manipulagdes de células e
solucBes estéreis, preferencialmente fechada e muito limpa) segundo o seguinete
protocolo:

1. Lavagem das bidpsias, 3 vezes com solu¢do BSS-CMF pH = 7,4;

2. Dissociacdo mecanica com tesoura de aco e a enzimatica com solucdo de
colagenase 1A (Img/mL) (SIGMA, St Louis, MO, USA), preparada em meio de cultura
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma - mistura de sais enriquecidos
com aminoacidos e outro componentes esséncias para o crescimento de células humanas
e de outros animais), sem soro e mantida em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,,
durante 1 hora;

3. Ao final da dissociacdo, 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? de 4rea (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 COy;

5. Apos serem cultivadas durante 14 dias, as células foram tripsinizadas a 0,3% em
meio DMEM, centrifugadas, ressuspensas e contadas em camara de Neubauer (lamina
de vidro com divisdes que auxiliam na contagem de células) (Figura 4.2 (b));

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

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

A linhagem de células Dul45 é caracterizada como uma linhagem tumoral humana
de céncer de Prostata andrdgeno independente com baixo potencial metastatico (VAN
LEENDERS, et.al., 2001; YIN, et. al., 2007). A linhagem celular serd& mantida
rotineiramente em meio de cultura RPMI (Gibco, Invitrogen Corporation, mistura de
sais enriquecidos com aminoéacidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o
crescimento celular) suplementado com 10% SFB. A cultura sera mantida em estufa, a

37°C, em uma atmosfera de 5% de CO..
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A co-cultura dos esferoides foi estabelecida a partir de 2 x 10 células. Estas células
foram cultivadas em placas contendo 96 pogos com fundo em U, de didmetro 0,5 cm,
previamente recobertos por uma pelicula de gel agarose 1% (utilizado para evitar a
aderéncia das células no fundo do poco) em meio de cultura DMEM suplementado com
10% SFB (células primarias) e RPMI suplementado com 10% SFB (linhagem Du145).
As células foram mantidas em estufa, a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO,. O
tempo suficiente para formagdo das estruturas tridimensionais (estruturas conhecidas
como esferoides) foi de dois a quatro dias de cultivo.

Para a analise por uXRF, ap6s 10 dias de cultura os esferoides foram fixados em
paraformaldeido 4,0% por 30 minutos, em seguida lavados 3 vezes com solu¢éo tampéo
fosfato (PBS) 0,1M, pH 7,4 a 4°C e ao final colocados em PBS até o momento da
analise. Na hora da analise os esferdides foram lavados com Milli-Q e depositados em
filme ultralene de 4 um de espessura e em seguida postos para secar a temperatura

ambiente.
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Figura 4.2. (a) garrafas de 25 cm” de area, (b) cdmara de Neubauer.

IV. 3 — Tratamentos com zinco

As solucdes para o tratamento foram obtidas utilizando os meios de cultura DMEM
10% SFB (células primarias) e RPMI 10% SFB (linhagem Dul45) suplementados com
solucdes de cloreto de zinco (ZnCly).

As solucdes foram suplementadas com 4 diferentes concentracfes de zinco: 0, 75
MM, 100 uM e 150 puM.

Os esferoides foram obtidos seguindo o mesmo protocolo do item 1V. 2. Apés 10
dias em cultura os esferoides receberam os tratamentos com cloreto de zinco durante um
periodo de 24 horas.

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

referéncia estudos realizados por YAN (2010).
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IV. 4 — Experimental - Analise por pXRF

As andlises foram realizadas na linha D09B - XRF no Laborat6rio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) através da técnica de Microfluorescéncia de Raios X com Radia¢do
Sincrotron (USRXRF). As amostras foram posicionadas em um suporte situado a 45°
em relacdo ao detector e ao feixe, incidente, ou seja, posicionamento 45°/45°. O plano
de imagem das amostras possui acuracia de 0,5 um com o0s trés eixos (X, Y, Z)
controlados através de um motor de passo.

Para a deteccdo dos raios X caracteristicos emitidos por cada pixel foi utilizado um
detector de Si(Li) com resolucdo de 165 eV em 5,9 keV posicionado a 90° com relacéo
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 area de fluorescéncia de raios X,
distribuido pela Agéncia Nacional de Energia Atdmica. As intensidades dos raios X
caracteristico de cada elemento foram normalizadas pelo valor da cAmara de ionizacao
(detector A) que mede o fluxo de fotons do feixe incidente na amostra. As imagem de

uXRF foram obtidas a partir do software PyMCA verséo 4.4.1.

IV.4.1 - Andlise de tecido prostatico

As amostras foram excitadas utilizando um feixe logrado por um sistema
convencional de colimacgéo de fendas. A tabela 4.1 mostra as condi¢cdes experimentais
nas duas etapas de medidas. O arranjo experimental € mostrado na figura 4.3. As tabelas
4.2 e 4.3 mostram a dimensdo, matriz e 0 nimero de espectros de cada amostra dos

controles 1 e 2 respectivamente.
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Tabela 4.1. Condigdes experimentais

Condigdes experimentais

Feixe: Branco ( Emax. = 20 keV)
Geometria: 45°/45°
Camara 1: 2x1
Detector de raios X: Si(Li) com resolucéo de 165 eV em 5,9 keV
Detector A Cémara de ionizacao
Colimagéo do feixe com fendas: 500 x 500 um
Absorvedor 150 um Al no feixe incidente
Colimador de Téntalo: Diametro de 2,0 mm no detector
Tempo 5s/pixel
Pixel 500 x 500 um

ICamera de /
V|de0

Porta
amostra

Figura 4.3. Esquema experimental (sistema com fendas).
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Tabela 4.2. Dimensdo, matriz e nimero de espectros de cada amostra do controle 1.

Amostra Dimens&o (mm) Matriz Espectros

ZP1 155x 11,5 32x24 768
ZP 2 17,5x11,5 36 x 24 864
ZT1 13x10 27x21 567
ZT 2 14,5x 13 30 x 27 810

Tabela 4.3. Dimensdo, matriz e nimero de espectros de cada amostra do controle 2.

Amostra Dimensdo (mm) Matriz ~ Espectros

ZP1 17x9 35x19 665
ZP2 15x 13 31 x27 837
ZT1 20 X 10 41 X 21 861
ZT2 14x11 29 x 23 667

IV.4.2 - Analise de esferoides celulares

As amostras foram excitadas utilizando um feixe branco com 20 pum de extenséo na
vertical e na horizontal logrado por um sistema convencional de colimacgdo por
capilares. Foram realizados passos de 20 um na horizontal e na vertical, correspondendo
a um pixel de 20 um x 20 um. O arranjo experimental é mostrado na figura 4.4. A
tabela 4.4 mostra as condi¢fes experimentais. As tabelas 4.5 e 4.6 mostram a dimenséo,

matriz e 0 numero de espectros de cada amostra de CaP e HPB, respectivamente.

Tabela 4.4. Condicbes experimentais

Condic0es experimentais

Feixe: BRANCO
Geometria: 45%/45°
Camara 1: 2x1
Distancia amostra - detector: 25 mm
Distancia fonte- amostra: 650 mm
Detector de raios X: Si(Li) com resolu¢do de 165 eV em 5,9 keV
Detector A Céamara de ionizacdo
Tempo 10 s/pixel
Colimagéo do feixe com CAPILAR: 20 x 20 um
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Figura 4.4. Esquema experimental (sistema com capilar)

Tabela 4.5. Dimensdo, matriz e nimero de espectros de cada amostra de CaP.

Amostra  Dimensé&o (pm) Matriz ~ Espectros

CaP1 240 x 240 13x 13 169
CaP 2 260 x 340 14 x 18 252
CaP 3 320 x 320 17 x 17 289

Tabela 4.5. Dimensdo, matriz e namero de espectros de cada amostra de HPB.

Amostra  Dimensao (um) Matriz ~ Espectros
HPB 1 260 x 280 14 x 15 210
HPB 2 480 x 460 25x24 600
HPB 3 320 x 300 17 x 16 272

IV. 5 - Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLYS)

A linha de Fluorescéncia de Raios X é a linha de luz D09B da fonte de luz
sincrotron do LNLS (Figura 4.5). A linha XRF D09B ¢é destinada a analise da
composicdo quimica multi — elementar. As principais areas de aplicacdo sdo: fisica
atdbmica e molecular, quimica analitica, ciéncias da vida e geociéncias ambientais. As
principais caracteristicas desta linha sao:

e Fonte: Ima defletor DO9B (15°);

e Modo de operagdo: Feixe branco ou monocromatico;
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Monocromador: Channel-cut pode ser deslocada lateralmente, permitindo

excitar as amostras com todo o espectro do sincrotron;

Cristais: Si (111), Si (220)

Optica: Capilar com 20 pum de resolucéo espacial;

Faixa de energia: 5 keV a 24 keV;,

Resolucdo (AE/E): Si (111) — 3,57 x 10, Si (220) — 6,67 x 10°°;

Fluxo de fétons: 4 x 10° fétons/s a 8 keV — 102 mA;

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

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

(resolugdo de 150 eV a 5,9 keV), fotodiodos e camaras de ionizagao;

Manuseio de amostras: Sistema semiautomatico de posicionamento com

movimentos tridimensionais;

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

Tomografia por fluorescéncia, Informacdes locais em 3D com arranjo confocal,

Fluorescéncia de raios-X Reflexdo Total (TXRF), Fluorescéncia de raios X por

incidéncia em baixo angulo (GI-XRF e GI-XANES), Fluorescéncia de raios X por

emissdo em baixo angulo (GE-XRF), Producdo total de elétrons (TEY).

Linha — .
D09B - XRF \ @'

Figura 4.5. Vista geral da Linha D09B-XRF.
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IV. 6 - PyMca

PyMCA é um software baixado gratuitamente originalmente desenvolvido para
processar dados de fluorescéncia de raios X, em particular para se decompor sinais de
fluorescéncia em varias contribuicdes de vérias linhas de emissdo de varios elementos
(SOLE et al., 2007). Foi dada atencéo especial para reduzir o tempo solicitado para cada
ajuste, a fim de gerenciar o acesso de milhares de espectros em um tempo razoavel. Um
processo em lote é oferecido para gerar mapeamentos de elementos. Em paralelo a este
modo dedicado para o tratamento de fluorescéncia, um modo mais basico foi
desenvolvido para o facil manuseio de mapas 2D-1D de dados (ROI imagem). Ele
fornece as duas opcdes anteriores descritos anteriormente (geracdo de mapeamentos de
ROI, soma / média espectros), e oferece também uma visualizagdo RGB util que
permite uma facil sobreposicdo de imagens. Seguindo o crescente ndmero de
experimentos combinando com puXRF puXRD ou pFTIR, as implementa¢des foram
feitas para lidar com dados e pXRD pFTIR. Somente proprietarios do formato pFTIR
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 0
software necessario prestados. PyMCA atual (versao 4.3.0) também implementa analise
de componentes principais (PCA) como uma técnica de imagem complementares
(COTTE et al., 2008).
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

V. 1. — Resultados
V.1.1. — Anélise de tecidos de prostata.

A figura 5.1 ilustra o espectro de XRF de uma amostra de tecido de prdstata
controle. Foi possivel detectar segundo as condi¢cGes experimentais descritas no
CAPITULO 1V, os elementos: P, S, CI, K, Ca, Fe, Cu e Zn.

1300 -
Zn
12004 1
11004
2 ll
S 1 Fe JL
£ 250 Ar / | 3
S 1 CUI |
O 2001 Cli K r‘n {
0] _ o[ fi] ca i fj i
{ P i | K
100 1 k| 1 f/ !\. _ 1\{ B oL,
or WL Y Wb,
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Energia (keV)

Figura 5.1. Espectro de XRF 251 da amostra ZP1 do controle 1.

As fotos das zonas periférica e de transicdo do controle 1 estdo ilustradas na figura
5.2. As figuras 5.3 e 5.10 mostram os mapas bidimensionais da intensidade normalizada
em tecidos de prostata das zonas periférica e transversal do controle 1 dos elementos: P,
S, Cl, K, Ca Fe, Cu e Zn. As intensidades relativas de fluorescéncia foram

normalizadas utilizando o valor maximo encontrado para cada amostra.
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Figura 5.2. Fotos dos cortes do controle 1:
Zonas periférica 1l e 2 (ae b) e Zonas de transicdo 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.

Fosforo
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®) ZP2
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@ ZT2

(€) ZT 1
Figura 5.3. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fosforo

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

Os eixos mostram a dimensao 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 transi¢do 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.5. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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Através da figura 5.3 observamos que o fosforo esta distribuido de forma
heterogénea e nédo esta presente em toda extensdo das amostras analisadas. Analisando a
figura 5.4 verificamos que o enxofre esta distribuido por toda extensdo das amostras de
tecido de prdstata de forma heterogénea.

A figura 5.5 mostra que o cloro ndo esta distribuido por toda extensdo das amostras.
Através da figura 5.6 pode-se observar que o K assim como o P e Cl ndo esta presente

por toda extensdo das amostras analisadas.
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Figura 5.6. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potassio
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (¢ e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.7. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de calcio
zonas periférica 1 e 2 (ae b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.8. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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Figura 5.9. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre
zonas periférica 1 e 2 (ae b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.10. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 1.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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Analisando a figura 5.7 verificamos que o célcio esta distribuido de forma ndo
uniforme em toda extensdo das amostras analisadas. A figura 5.8 mostra que o Fe esta
presente por toda extensdo das amostras e apresenta distribuigdes similares com
pequenos pontos muito intenso em quase todas as amostras com exce¢do da amostra ZP
1 que apresenta distribuicdo menos heterogénea que as demais amostras.

Através da figura 5.9 podemos observar que o cobre esta distribuido de forma
heterogénea ao longo das amostras analisadas. Analisando a figura 5.10 verificamos que
0 zinco esta distribuido de forma ndo uniforme por toda extensdo das amostras
analisadas.

As fotos das zonas periférica e de transi¢do do controle 2 estdo ilustradas na figura
5.11. As figuras 5.12 e 5.19 mostram o0s mapas bidimensionais da intensidade
normalizada em tecidos de prostata das zonas periférica e transversal do controle 2 dos
elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu e Zn. As intensidades relativas de fluorescéncia

foram normalizadas utilizando o valor maximo encontrado para cada amostra.

(a) ZP 1
:
z =
=
E 15 mm
(d) ZT 2
=] E
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20 mm 14 mm

Figura 5.11. Fotos dos cortes do controle 2:

(@) e (b) Zonas periférica 1 e 2 e (c) e (d) Zonas de transicdo 1 e 2.
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Fosforo

() ZT 1 (@ ZT2
Figura 5.12. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fosforo
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (c e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.

Enxofre
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Figura 5.13. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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Figura 5.14. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro
zonas periférica 1 e 2 (ae b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (¢ e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.15. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potassio
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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A figura 5.12 mostra que o fosforo apresenta distribuicdo ndo homogénea e nédo
esta presente em toda extensdo das amostras analisadas. Atraves da figura 5.13 podemos
observar que S apresenta distribuicdo heterogénea e esta distribuido por toda extensdo
das amostras de tecido de préstata.

Analisando a figura 5.14 verificamos que o cloro apresenta distribuicdo nao
uniforme e ndo esta presente em toda extensdo das amostras de tecido prostatico. A
figura 5.15 mostra que o potéssio ndo esta distribuido em toda extensdo das amostras

analisadas e apresentaram pequenas regides com nivel alto de K.

Calcio

() ZT1 (@) ZT2

Figura 5.16. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de calcio
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (¢ e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.
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Figura 5.17. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro
zonas periférica 1 e 2 (ae b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (¢ e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.

Cobre
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Figura 5.18. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre
zonas periférica 1 e 2 (a e b) e zonas de transicdo 1 e 2 (c e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensao das amostras em mm.
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Figura 5.19. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco
zonas periférica 1 e 2 (ae b) e zonas de transi¢do 1 e 2 (¢ e d) do controle 2.

Os eixos mostram a dimensdo das amostras em mm.

Através da figura 5.16 observamos que o calcio esta presente por toda extensao das
amostras de forma muito heterogénea, com pequenas regibes com alta intensidade.
Analisando a figura 5.17 verificamos que o Fe esta distribuido ao longo de toda
amostras de forma heterogénea, porém as amostra da zona periférica (ZP 1 e ZP 2)
apresentaram distribuicdo menos heterogénea do que as amostras da zona de transicao
(ZT 1e ZT 2).

A figura 5.18 mostra que as o Cu apresenta distribuicdo ndo uniforme por toda
extensdo das amostras, com pequenas regides de intensidade elevada. Através da figura
5.19 observamos que 0 zinco apresenta, por toda extensdo das amostras analisadas,

distribuicdo heterogénea.

V. 1. 2 — Analise de esferdides celulares de prostata.

A figura 5.20 ilustra o espectro de XRF de um esferdide de células de préostata com
cancer. Foi possivel detectar segundo as condigdes experimentais descritas no
CAPITULO 1V, 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 esferdides analisados estdo ilustradas na figura 5.21. As figuras 5.22 —
5.29 ilustram os mapas bidimensionais da intensidade normalizada dos esferéides

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, ¢, 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 fésforo dos esferoides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, 1).
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Figura 5.23. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre dos
esferdides: CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, ¢, ).
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Figura 5.24. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro dos esferoides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, 1).

N&o foi possivel observar a parte superior dos esferdides nas figuras 5.22, 5.23,
5.24 devido o efeito de absorcdo causado devido a superficie dos esferoides ndo ser
plana (formato esférico) e pela baixa energia das linhas K dos elementos P, S e ClI
respectivamente.

Analisando as figuras 5.22 e 5.23 verificamos que as distribuicdes de P e S sdo
similares. Fésforo e enxofre apresentam distribuicdo heterogénea em todos os esferoides
analisados. Os esferdides celulares de CaP apresentam regides, com nivel elevado de P
e S, mais extensas do que nos esferdides celulares de HPB.

A figura 5.24 mostra que o cloro, em todos os esferdides analisados, apresenta
distribuicdo ndo uniforme. O mapa elementar do CI é similar aos mapas do P e S, com
excecdo do esferdide HPB 2. As regifes com nivel elevado de CI foram mais extensas
nos esferoides celulares de CaP do que nos esferdides celulares de HPB. O esferdide

HPB 2 apresentou baixo nivel de Cl ao longo de sua extensao.
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Figura 5.25. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potéssio dos
esferoides: CaP (a, b, c) e de células de HPB (d, e, f).
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Figura 5.26. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de célcio dos esferdides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, f).
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Através da figura 5.25 observamos que o K apresenta distribuicdo muito
heterogénea na maioria dos esferdides analisados com exce¢do dos esferdides CaP 1 e
CaP 3. Os esferoides celulares de HPB e os esferoides CaP 1 e CaP 3 apresentam
regides com auséncia de K. O potéssio, assim com os elementos P, S e ClI, apresentam
regides com nivel elevado mais extensas nos esferoides celulares de CaP do que nos
esferdides celulares de HPB.

Analisando a figura 5.26 verificamos que a distribuicdo de Ca é heterogénea em
todos esferdides analisados. Os esferdides de HPB e o esferoide CaP 3 apresentam
niveis de Ca baixo na regido de periferia. Os esferdides de CaP apresentam regiGes com
niveis de Ca mais intenso mais extensas do que nos esferdides de HPB que apresentam

somente pontos mais intensos.
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Figura 5.27. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro dos esferoides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, f).
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Figura 5.28. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre dos esferoides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, 1).

A figura 5.27 mostra que o Fe apresenta, em todos os esferdides analisados,
distribuicdo muito heterogénea. Os esferdides de HPB apresentam poucas regides com
niveis de Fe mais intenso, comparando com os esferdides de CaP que apresentam
regibes mais extensas.

Através da figura 5.28 verificamos que o Cu apresenta distribuicdo heterogénea em
todos os esferdides analisados. Os esferoides celulares de CaP apresentam regides mais
extensas de niveis mais elevados de Cu. Entre os esferdides de HPB, o esferoide HPB 3
apresenta distribuicdo pequenas regides de niveis mais elevados do que os demais

esferdides.

57



Zinco

1.0

0.9

0.8

40.7

100 150 200 250 S0 100 150 200 250 300 40.6

(b) CaP 2 (¢) CaP 3 . -

10.4

0.3

250
0.2

200
0.1

150

0.0
100

50

0 50 100 150 200 250 300 350 O0 50 100 150 200 250 300

(d) HPB 1 (e) HPB 2 (h HPB 3

50 100 150 200 250

Figura 5.29. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco dos esferoides:
CaP (a, b, ¢) e de células de HPB (d, e, 1).

Analisando a figura 5.29 observamos que o0 Zn esta distribuido de forma
heterogénea por toda extensdo dos esferdides analisados.Os esferoides CaP 1, CaP 3 e
HPB 1 apresentam a regido interna com niveis de Zn mais elevados. A regido com nivel
mais elevado € mais extensa nos esferdides celulares de CaP do que nos esferdides
celulares de HPB. Cu e Zn apresentam distribuices 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 esferdides celulares de HPB e Du 145 para as diferentes

suplementacBes com Zn: 0 uM, 75 puM, 100 uM e 150 pM.
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Figura 5.30. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de fosforo dos esferoides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementagdes com Zn:
0 UM, 75 puM, 100 uM e 150 pM.
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Figura 5.31. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de enxofre dos esferdides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementacfes com Zn:

0 uM, 75 uM, 100 uM e 150 puM.
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Figura 5.32. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cloro dos esferoides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementagdes com Zn:

0 UM, 75 puM, 100 uM e 150 pM.
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Figura 5.33. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de potassio dos esferdides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementaces com Zn:

0 uM, 75 uM, 100 uM e 150 puM.



As figuras 5.30 e 5.31 mostra que P e S apresentam distribuicbes heterogéneas
similares em todos os esferdides analisados. Os esferdides celulares de Du 145
apresentam regides mais intensas de P e S, mais extensas do que nos de HPB. Nas duas
figuras o efeito de absorcao foi maior nos esferoides celulares de Du 145 do que nos de
HPB. Além disso, ndo houve diferencas quanto ao tratamento com Zn.

Através da figura 5.32 observa-se que o cloro, em todos os esferdides celulares de
HPB analisados, apresenta distribuicdo ndo uniforme. O esferoide de HPB com
tratamento de 75 pM de Zn apresenta regides com auséncia de CIl. Analisando os
esferoides Du 145 nesta figura, pode se ver que o esferoide sem tratamento (0 puM)
apresenta distribuicdo heterogénea, os esferoides com tratamentos 75 puM e 100 UM ndo
apresentam regides com Cl e o esferoide com tratamento 150 pM apresenta uma
pequena regido central com intensidade de Cl. As regides com nivel elevado de CI
foram mais extensas nos esferdides celulares de HPB do que nos esferoides celulares de
Du 145.

Analisando a figura 5.33 verificamos que o K esta distribuido heterogeneamente
por toda extensdo dos esferoides com excecdo do esferoide de HPB sem tratamento (O

MM ) que apresenta somente uma pequena regido central com potassio.
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Figura 5.34. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de calcio dos esferdides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementaces com Zn:
0 UM, 75 pM, 100 pM e 150 pM.
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Figura 5.35. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de ferro dos esferdides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementagdes com Zn:

0 UM, 75 puM, 100 uM e 150 pM.
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Figura 5.36. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de cobre dos esferdides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementaces com Zn:

0 uM, 75 uM, 100 uM e 150 pM.

62



Através da figura 5.34 observamos que o Ca apresenta distribui¢do heterogénea por
toda extensdo dos esferoides em todas amostras analisados. Além disso, o esferdide Du
145 sem tratamento (0 UM ) apresenta a regido central com maior intesidade de Ca.

Analisando a figura 5.35 é possivel ver que o Fe apresenta, em todos os esferdides
celulares analisados, distribuicdo muito heterogénea, com poucas regides com niveis de
Fe mais intensas.

A figura 5.36 mostra que a distribui¢do de Cu é heterogénea em todos os esferdides
analisados. Porém os esferoides de HPB apresentam regiGes com auséncia de Cu.
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Figura 5.37. Mapa bidimensional da intensidade normalizada de zinco dos esferoides
celulares de HPB e Du 145 para as diferentes suplementacfes com Zn:

0 uM, 75 uM, 100 uM e 150 puM.

Através da figura 5.37 pode se ver que 0 Zn esta presente por toda extensdo dos
esferoides celulares de forma heterogénea. Comparando os esferoides celulares de HPB,
os esferoides com tratamentos 100 uM e 150 uM apresentam regifes mais extensas de
maior intensidade. Além disso, comparando os esferoides celulares Du 145, o esferoides
sem tratamento (0 uM) apresenta regido mais extensa de alta intensidade.

Os graficos das intensidades de Zn para cada tratamento estdo ilustrados nas figuras
5.38 € 5.39.

63



HPB

2, 0E-4—
_._
1,5E-4—
(eb)
@)
®
=)
D 1,0E-4
(eb)
fd
£
5,0E-5—
0,0E0
[ [ [ [
Controle T1 T2 T3
Tratamento

Figura 5.38. Comparacdo de intensidade de Zn em esferoides celulares de HPB para 0s
tratamentos com Zn: Controle (0 uM), T1 (75 pM), T2 (100 uM) e T3 (150 uM).

A figura 5.38 mostra que a um aumento na intensidade de Zn com a suplementacéo
com o Zn nos esferoides celulares de HPB comparando com o controle (0 uM). Entre os
tratamento houve uma pequena reducdo no tratamento 2 comparando com 0S outros
tratamentos. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney com significancia de o = 0.05. O teste Mann-Whitney mostrou que todos 0s
tratamentos diferem significativamente do controle. Entre os tratamentos ndo houve

diferenca significativa apenas entre os tratamentos T1 e T3.
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Figura 5.39. Comparacdo de intensidade de Zn em esferoides celulares de Du 145 para
os tratamentos com Zn: Controle (0 uM), T1 (75 uM), T2 (100 uM) e T3 (150 uM).

Analisando a figura 5.39 pode se ver que para os esferoides Du 145 ha um aumento
na intensidade de Zn para o tratamento com 75 uM e uma reducdo para os tratamentos
com 100 uM e 150 uM comparando com o controle (0 pM). O teste ndo paramétrico
Mann-Whitney (a = 0.05) mostrou que todos os grupos diferem significativamente entre

eles.

V. 2. — Discussdo geral dos resultados dos principais elementos envolvidos nas
funcbes da prostata e em processos patologicos.

a) Potéssio

Os resultados das amostras de tecido de prdstata controle apresentam distribuicéo
de potéssio ndo uniforme e com grande flutuagdo nas intensidades. Na analise dos

esferdides observamos que a distribuicdo é heterogénea em todos esferoides analisados
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e os esferdides de CaP apresentam regides com nivel elevado mais extensas do que nos
esferoides celulares de HPB.

O potéssio é um cation intracelular importante com varios papéis. Ela desempenha
um papel significativo na geragdo de membranas celulares em repouso e potenciais de
acdo, mantendo a osmolaridade intracelular e na sintese de proteinas. E também um
cofator necessério para obter uma atividade maxima da enzima piruvato-quinase que
estd envolvida na producdo de energia glicolitica. As células cancerosas mostraram
aumento dos niveis de glicolise em comparacdo com células normais (OGAWA et al.,
1999). Como proteinas quinases ter efeitos profundos sobre uma célula sua atividade ¢é
altamente regulado e desregulado e atividade quinase € uma causa freqliente de doenga,
especialmente cancer (AL-EBRAHEEM et al., 2009).

b) Calcio

Os resultados das amostras de tecido de préstata controle apresentaram distribuicédo
de Ca heterogénea. A analise dos esferdides mostrou que os niveis de Ca sdo mais
intensos na regido central. Os esferdides de CaP apresentam regides com niveis de Ca
mais intenso mais extensas do que nos esferdides de HPB que apresentam somente
pontos mais intensos.

O célcio 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 especulacdo de que a ingestdo do corpo de célcio é
bem abaixo das suas necessidades. De cerca de 1g de calcio em um corpo adulto médio
de 70 kg, quase 98% é encontrada no 0sso, 1% em dentes, e 0 resto é encontrado no
sangue, fluidos extracelulares e dentro das células, onde é um co-fator de varias
enzimas. O calcio promove a coagulacdo sanguinea, ativando a proteina fibrina e,
juntamente com o magnésio ajuda a regular o batimento cardiaco, o tdénus muscular,
contragdo muscular e conducdo nervosa. Deficiéncia cronica de calcio esta associada a
algumas formas de hipertensdo, cancer de prostata e colorretal, alguns tipos de pedras
nos rins, e aborto. Defeitos de nascimento (coracdo) sdo vistos em criancas quando a
mée tem doenca periodontal, distdrbios do sono, salde mental / distarbios depressivos e
doencas cardiovasculares ou hemorragica. Niveis elevados de célcio estdo associados
com a degeneracdo artritica e vascular, a calcificacdo dos tecidos moles, hipertensao e
disturbios acidente vascular cerebral, gastrointestinal distirbios de humor e depressao,

fadiga cronica, alcalinidade aumentou, e desequilibrios minerais em geral. Altos niveis
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de célcio interferem com a vitamina D e, posteriormente, inibem o efeito de protecédo de
cancer da vitamina, exceto quando quantidade extra de vitamina D sdo suplementadas
(EKINCI e INGEC, 2008). Perturbacdes na funcdo de deteccdo do receptor de Ca*?
podem contribuir para a progressdao de cancer (KIRCHHOFF e GEIBEL 2006). Os
resultados mostram que os esferdides de células de CaP acumulam mais Ca que 0s
esferdides de células com HPB.

c) Ferro

O Fe apresenta distribuicdo heterogénea com pequenos pontos muito intenso em
todas as amostras de tecido de prostata analisadas. Em todos os esferdides analisados, o
Fe apresenta distribuicdo ndo homogénea.

O ferro é um elemento essencial no organismo humano essencial para as fungdes
fisiologicas normais, porque é parte integrante de muitas proteinas e enzimas. Ele
desempenha um papel vital na regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular, de
modo que parece que o ferro influencia o processo de carcinogénese. Ferro deve ser
tanto ligado as proteinas ou mantidas no estado trivalente de redox, a fim de evitar
danos no tecido a partir de radicais livres as formacGes que sdo considerados como
relevantes para carcinogénese. A regulacdo da recepcdo de ferro intracelular é
essencialmente feito atraves da transcricdo do receptor de transferrina sobre o nivel de
ADN. Varios estudos tém mostrado que o ferro disponivel pode ter algum papel em
promover malignidade. O ferro pode catalisar a producéo de radicais de oxigénio e estes
podem ser imediatos carcinogénicos (KONEMANN et al., 2005). Segundo lugar, pode
promover o crescimento de células transformadas pela inibicao da defesa do hospedeiro.
A atividade tumoral de macréfagos é suprimida pelo ferro dextran, ferro carbonila ou
ferro contendo ferritina (MAJEWSKA et al., 2007).

Os esferdides de células de CaP que apresentam regides com niveis de Fe mais
intenso maiores que nos esferdides de HPB, os resultados estdo de acordo com a

literatura que indicam que o Céancer esta associado ao acumulo de Fe.

d) Cobre
Através da analise das imagens de Cu em tecidos de préstata controle (figuras 5.9 e
5.14) verificamos que este apresenta distribuicdo heterogénea ao longo das amostras. A

analise dos esferdides mostra que o Cu apresenta distribuicdo heterogénea. Os
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esferdides celulares de CaP apresentam regiGes mais extensas de niveis mais elevados
de Cu.

O cobre é encontrado em todas as células vivas e é essencial para uma ampla
variedade de processos bioquimicos, sendo um co-fator da enzima superdxido
dismutase (SOD), uma enzima que impede 0 aparecimento e progressdo de tumores,
protegendo as células contra substancias que causam formacgdo de radicais livres. No
entanto, ¢ também um elemento potencialmente toxico, por exemplo, pode afetar a
carcinogénese por ser um co-fator para a angiogénese (MARTIN et al., 2005). Cobre,
pode ser associado com fun¢des que protegem o corpo de doengas, mas também com o0s
processos que facilitam a sua propagacéo. Por exemplo, as fungdes do cobre como um
cofator para enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), que tém um papel na
defesa do organismo humano contra a doencga. Inversamente, o cobre é também um co-
fator para a lisil-oxidase envolvidas na invasio e deposicdo da matriz extracelular. fons
de cobre podem gerar radicais hidroxilas mais prontamente do que o ferro pode, e estes
podem estar relacionados com a destruicdo dos tecidos. Uma possivel funcdo do cobre é
0 seu papel na funcdo da inibicdo da superoxido dismutase 1 (SOD1), que é importante
para a sinalizacdo endotelial e, por conseguinte, a proliferacio do tumor
(FARQUHARSON et al., 2007).

e) Zinco

Analisando as imagens do zinco nos tecido de prostata (Figuras 5.10 e 5.19)
verificamos que o0 zinco esta distribuido de forma heterogénea por toda extensdo das
amostras analisadas. Nos esferoides, as distribuicfes de Zn (figura 5.31) € heterogénea
por toda extensdo dos esferoides analisados. Os esferdides de células de CaP
apresentam regido com nivel mais elevado mais extensa do que nos esferdides celulares
de HPB. O tratamento com Zn mostrou que nos esferoides celulares de HPB ha um
aumento na intensidade de Zn com a suplementacdo, mas este aumento nao depende da
concentracdo suplementada. Nos esferoides celulares Du 145 houve um aumento na
intensidade de Zn com suplementacdo com 75 uM e uma reduc¢do quando suplementado
com 100 puM e150 uM, esta reducdo pode ser devido as células epiteliais malignas nao
terem a capacidade de acumular altos niveis de Zn.

Um traco caracteristico dos tecidos da prostata ao contrario de outros tecidos é a
sua capacidade de acumular concentracdo excepcionalmente elevada de zinco, que é

toxica para os tecidos de outras partes do corpo. A importancia da concentracdo de
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zinco elevada nestas células ndo é conhecida, mas o zinco é um elemento traco essencial
importante que afeta varias enzimas e fatores de transcricdo importantes para a
proliferacdo de células normais e diferenciacdo. Ele modula a replicagdo do DNA,
sintese protéica e vias de sinalizacdo celular (VALLEE e FALCHUK 1993). Este
oligoelemento desempenha um papel em uma grande variedade de processos
fisiologicos e patologicos envolvidos na proliferacdo celular, diferenciagdo e
ontogénese, na prevencdo do estresse oxidativo e no status imunologico e
envelhecimento (STEFANIDOU et al., 2006; SENSI et al., 2003). Como o zinco é um
antioxidante, a desregulamentacdo do metabolismo de zinco também resulta em
aumento da susceptibilidade a danos dos radicais livres e, portanto, a transformacao
maligna (MOCCHEGIANI et al., 2006). Além disso, certas alteracdes moleculares e
biologicas observadas no envelhecimento estdo associadas com caracteristicas
patologicas de malignidade (DUNSMUIR et al., 1998).

Embora as concentragdes de zinco sejam relativamente elevadas ao longo da
prostata, esta capacidade reside dentro das celulas secretoras do epitélio glandular da
zona periférica, que € o principal local de origem da maioria das doencas malignas da
prostata (COSTELLO et al., 2005; FRANKLIN et al., 2007). A principal funcdo da
zona periférica da prostata humana (como em outros animais) € a producdo e secrecao
de niveis muito elevados de citrato, o que nos referimos como "producdo de citrato
liguida"” (HUANG et al.,2005).

Curiosamente, a funcdo principal do Zn na prostata pode ser para facilitar a
secrecdo de citrato. Ao contrario da maioria células em que o Zn é sequestrado em
vesiculas e organelas, Zn no citoplasma da célula da prostata 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 associacdo de Zn é
essencial para a inibicdo m-aconitase, poupando oxidacdo citrato no ciclo de Krebs, e
fornecendo quantidades elevadas de citrato para a secre¢cdo no fluido prostatico
(COSTELLO et al., 2005). Para manter a alta concentracdo de Zn celular e secrecéo, a
homeostase do Zn na prostata deve ser muito bem regulada e sé recentemente 0s
possiveis modos de regulacdo pela homeostase do Zn foram elucidados (KELLEHER et
al., 2011).

O cancer de prostata surge tipicamente a partir do alto acumulo de zinco na zona

periférica da proéstata, enquanto que HPB € pensado para originar na zona de transicao
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(COSTELLO et al., 2005; FOSTER, 2000). Células malignas da prostata ndo tém a
funcdo especializada de producdo e secrecdo de citrato. Elas devem substituir as vias
metabdlicas associadas com a produgdo de citrato liquido com as relagdes metabdlicas
que sdo adequadas para a existéncia maligna. A transformacdo metabolica para
eficiéncia energética citrato-oxidante de células que perderam a capacidade de acumular
zinco fornece suas necessidades metabdlicas / bioenergética de malignidade. Além
disso, a influéncia apoptética do zinco é eliminada, o que permite a proliferacdo das
células malignas (HUANG et al.,2005). Mais importante, raramente, ou nunca, é
encontrado glandulas malignas que mantiveram os niveis de zinco alto que caracteriza a
glandula normal. Além disso, a diminuicdo do zinco ocorre no inicio do

desenvolvimento de tumores malignos da préostata (FRANKLIN et al., 2005).
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CAPITULO VI

CONCLUSAO

Neste trabalho utilizou-se a microfluorescéncia de raios X com radiagdo sincrotron
(USRXRF) para analisar amostras de tecido de préstata controle e esferdides de células
com cancer e com HPB.

A USRXRF usando o médulo de fendas com resolucdo espacial de 500 um provou
ser uma técnica altamente eficiente no mapeamento de amostras de tecido da ordem de
centimetros (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 prostatico controle mostrou que todos 0s
elementos apresentaram distribuicdo heterogénea. Os elementos P, Cl e K ndo estdo
distribuidos em toda extensdo das amostras. A zona periférica do controle 1 apresentou
niveis de Cu e Zn maiores que a zona de transi¢cdo. Estudos ja& mostraram que células
secretoras do epitélio glandular da zona periférica possuem a capacidade de acumular
altos niveis de Zn (FRANKLIN et al., 2007, COSTELLO et al., 2006). Cu e Zn sdo o0s
grupos prostéticos de metaloenzimas diversas incluindo superoxido dismutase (SOD).
Cu e Zn - SOD sédo as mais importantes enzimas antioxidantes envolvidas na principal
defesa celular e pode, assim, ajudar a proteger contra a progressdo da carcinogénese ou
tumor (MCCORD et al., 2005).

A USRXRF usando a otica capilar com resolucao espacial de aproximadamente 20
pm provou ser uma técnica eficiente no mapeamento de esferdides celulares para alguns
elementos. Através da técnica foi possivel 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 absorcdo causado devido a superficie dos
esferoides ndo ser plana (formato esférico) e pela baixa energia das linhas K destes
elementos parte da radiacdo fluorescente sofre absorcdo na parte mais espessa do
esferdide. Todos os elementos apresentam distribuicdo heterogénea em todos os
esferdides celulares analisados. Para todos os elementos detectados a distribuicdo foi
mais extensa nos esferdides celulares de céncer. Mostrando que as células
transformadas tendem a acumular estes elementos. Além disso, foi encontrada uma

relagdo entre as distribuigdes de Cu e Zn.
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A andlise dos esferoides suplementados com diferentes concentragdes de Zn
mostrou que todos esferdides apresentaram distribuicdo heterogénea para todos os
elementos detectados. Nos esferoides celulares de HPB houve um aumento na
intensidade de Zn com a suplementacéo nas 3 concentracdes de suplementacdo. O teste
Mann-Whitney mostrou que a intensidade de Zn, em todos os tratamentos, difere
significativamente do controle. Entre os tratamentos ndo houve diferenga significativa
apenas entre os tratamentos de 75 uM e 150 uM. Nos esferoides celulares Du 145
houve um aumento na intensidade de Zn com suplementacéo de 75 pM e uma reducao
para os tratamentos com 100 uM e 150 uM comparando com o controle (0 uM). O teste
ndo paramétrico Mann-Whitney (a = 0.05) mostrou que todos os grupos diferem
significativamente entre eles.

Os resultados mostraram que a técnica LSRXRF ¢é eficiente na analise de tecidos e
esferoides celulares fornecendo informagdes importantes e pode ser usada em conjunto
com outras técnicas na caracterizagdo de amostras biologicas.

A capacidade das células secretoras do epitélio glandular da zona periférica da
prostata de acumular altos niveis de Zn e produzir e secretar niveis muito elevados de
citrato fazem do Zn o principal responsavel por facilitar a secre¢do de citrato. A funcao
especifica de zinco nas células secretoras normais do epitélio e sua relacdo com o
processo cancerigeno sugerem que mais estudos sobre o mapeamento elementar em
esferdides em conjunto com estudos morfolégicos podem ajudar a esclarecer a relacao
entre zinco e CaP.

Para trabalhos futuros que desenvolverdo pesquisa nesta area de estudo pode-se
sugerir:

a) Realizar mais estudos com o tratamento de Zn em esferoides celulares de
prostata utilizando intervalos de concentraces maiores de Zn, para verificar a
saturacdo de Zn em células tumorais;

b) Analisar outros tipos de linhagens tumorais prostaticas em conjunto com
estudos de viabilidade celular e apoptose, para avaliar a influéncia do Zn nas
diferentes linhagens;

c) Utilizar um ndmero maior de amostras por grupo, para uma melhor analise

estatistica.
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Elemental Distribution of Prostate Samples by
Synchrotron Radiation X-Ray

Fluorescence Techniques

Roberta G. Leitdio, Gabriela R. Pereira, Inaya Lima, Antdnio Palumbo, Jr.. Pedro A. V. B Souza,
Marcelino J. Anjos, Luis E. Nasciutti, and Ricardo T. Lopes

Abstract—Synchrotron X-ray imaging systems with fluores-
cence technigques were developed for biomedical research at the
Brazilian Syvnchrotron Laboratory. Two different X-ray fluo-
rescence systems were implemented to analyvee human prostate
samples with and without disorders.

Index Terms—Fluorescence, prostate, synchrotrom, X-ray.
I. INTRODUCTION

ANY elements play an essential role in a2 number of bi-
M ological processes as activators of inhibitors of cellular
and enzymatic activity. The guantitative elemental analysis of
pathologically changed tissues may shed some new light on pro-
cesses leading to the degeneration of cells in case of selecied
diseasaes.

The knowledge of the spatial distribution of trace elemeants
in tissues is involved in many biological functions of living or-
canisms. These elements take part in all metabolic processes,
and they are components of different enzymes, catalyzing chem-
ical interactions in living cells. It is now recognized that there
is an association between the levels of certain trace elements
in human tissue and the presence of various diseases [1]-[3].
From these elements, zinc is a component of over 30 proteins
and over 100 DNA-binding proteins with zinc fingers. Zinc is
essential for proper maintenance of all cells. It is particularly
important in the prostate which secretes high levels of citrate
and proteins that contain zinc [4], [5].

Manuscript received May 30, 2012; revised August 13, 2012; sccepted
September 18, 20012, This work wis supponied in pant by the Conselho Ma-
cional de Desenvolvimento Cientifico & Tecaologico (CNPyY), Fundaglo de
Amparo i Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERID), and in part by the
Laboratorio Macional de Lz Smcrotron (LNLS).

R G, Leitgo, 1. Lima, and B. T. Lopes are with the Nuclear Instrumentation
Laboratory, Federal University of Rio de Janeiro, 21941-042 Rio de Janeiro,
Brazil {e-mail: roberta lin.frj.be).

G. B. Perein is with the Non-destructive Testing, Corrosion and Welding
Laboratory (LMD, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brazil.

A Palumbo, Jr., P. A V. B Souza, and L. E Masciutti sre with the Depait-
ment of Histodogy and Embryology, Federal University of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brazil.

M. I Anjos i with the Physics Institute. Stated University of Rio de Janeirn,
Rio de Janeiro, Brazil.

Color versions of one or more of the figures in this paper are available online
at hitp:fieeexplode ieee org.

Digital Object Identifier 10,1 109/TNS. 20122222045

Benign prostate hyperplasia (BPH) is one prostate disease
that primarily results in symptoms in the lower urinary tract and
can significantly impair life quality [6]. The high concentration
of zinc in the prostate with BPH suggests that zinc may play a
role in prostate health.

The X-ray fluorescence analysis is a microanalysis technigue
with a large application in several fields of research and can
supply important information about the chemical properties of
4 sample in order to characterize samples with and without dis-
orders.

In this study, X-ray fluorescence (XEF) techniques are used
to analyze prostate samples. The XRF Facility (DDOB-XEF) at
the Brazilian Synchrotren Light Laboratory {LNLS), Campinas,
Brazil was used in this study.

X-Ray Microfluorescence.  Among X-ray  microprobe
methods based on synchrotron radiation, X-ray microfluores-
cence (XRF) can be pointed out. This technique has been
successfully used in the academic area in several applications,
such as material, archeological and biological sciences.

This analytical technique provides information about the
chemical composition. When the X-ray impinges on the sample
it interacts via the photoelectric effect with the surface of the
material, which emits radiation that is characteristic of the
atoms present in the sample. This radiation is called X-ray
fluorescent radiation and it is specific for each material. The
fluorescent X-rays emitted by the material are collected by a
solid state detector and, when associated with a multichannel
analyzer, produce a spectrum that contains the X-ray character-
istic intensity (number of counts per second) of each chemical
element and its energy. When X-ray fluorescence is associated
with a synchrotron radiation (SR) source, many advantages can
be achieved, such as high energy, tunability and polarization of
X-rays.

X-Ray Fluorescence Microtomography. X-ray fluorescence
microtomography (XRFpCT) is based on the detection of
photons from the fluorescent emission from the elements in a
sample. These photons are acquired by an energy dispersive
detector, placed ®F from the incident beam direction. A value
in a projection is obtained measuring the fluorescence radia-
tion emitted by all pixels throughout the beam. The sample
is translaied and another value is measured in the projection.
These steps are repeated until the whole sample passes through
the beam, completing the projection. The sample is rotated and
another projection is measured. The projections are measured
until the sample is rotated 1807 [T].

0018-9400531.00 © 2012 IEEE
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Fig. 1. The experimental arrangement for an X-ray microfluorescence measurements.

The data acquisition of the XRFpCT results in a bi-dimen-
sional raw data called sinogram. A sinogram consists of the line
scans that were taken for every rotational angle. For each emis-
sion line of the fluorescence spectrum there is a separate sino-
eram. In general, a sinogram plots the property measured by
the setup over the direction perpendicular to the beam and the
angle of rotation. The tomogram, which is a two dimensional
slice across the sample, can be reconstructed from the sinogram
by an appropriate algorithm.

Those two technigques work together as a complement to each
other. Together may elucidate some questions of the relationship
between element distribution and diseases of the prostate.

II. EXPERIMENTAL CONDITIONS

This paper presents the development of two different systems
to study biological samples at the XRF Facility (D09B-XRF) at
LNLS, Campinas, Brazil.

A pXRFSR Mapping

This study was conducted following approval of the Internal
Review Board at the Clementino Fraga Filho Teaching Hospital
at the Federal University of Rio de Janeiro, Brazil. The prostate
samples were collected from samples of individuals from the
age of 30 that died from unexpected death. The samples were
divided into two zones: transitional (TZ) and peripheral (FZ).
Each zone was divided into two sides: left and right. After that,
samples were frozen in liguid nitrogen and cut into thin slices
about 300-pm thick. These slices were deposited on Mylar film
(6 jem) and then dried in air at room temperature.

The measurements were performed at LNLS, which is in-
stalled in Campinas, Brazil. Currently, this facility has eleven
beamlines. Among them there is the XEF beamline in which
this experiment was camried out. The SK source for the XRF
beamling is at the INWE bending-magnet of the LNLS storage
ring. For these measurements this line was sgquipped with a
Si(Li} detector with a resolution of 165 eV at 5.9 keV in air at-
mosphere. The experiment was performed in standard geometry
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(45° = 45%), excited with a white beam and using orthogonal
slits. Pixels of 00 gam < 300 2m were obtained keeping a high
flux of photons on the sample. A two-dimensional scanning was
performed in order to study the tendency of elemental distribu-
tion variation. Data analysis was performed by QXAS software
in order to commect the synchrotron background and fit elemental
X-ray lines [8]. The two-dimensional maps were oblained after
normalization of the intensities of characteristic X-ray lines to
the value of the ionization chamber. The counting live time for
gach pixel was of 6 s/step and the step size was of 300 um/step
in both directions. A schematic of the experimental setup for
an X-ray microfluorescence is shown in Fig. 1. The elemental
mapping was obtained using PyMCA software developed at the
ESRF synchrotron [9].

B XRFpCT

XRFuCT were performed on human prostate tissues samplas.
The prostate samples were collected from 4 patients with Be-
nign Prostatic Hyperplasia (BPH) submitted to surgery at the
Andarai Hospital in Rio de Janeiro citv—Brazil. The age-range
of the patients was 40-85 years old. The component tissues were
identified by the pathologist who made the samples available.
The tissues were cut in cylindrical form with a thickness of
1.5 mm to 2.0 mm and a height of 4.0 mm to 5.0 mm and were
frozen and dried before being analyzaed.

A quasi-monochromatic beam produced by a multilayer
monochromator at 12 keV, AE/E = 0.8 collimated to a
A0 x 20 pm® area with a set of slits was used for sample
excitation. The crystal monochromator is made of W-C and it
has 75 layer pairs [ 10].

The intensity of the incident beam was monitored with an ion-
ization chamber placed in front of the beam, before the sample.
A schematic of the experimental setup for an X-ray fluores-
cence microtomography using a monochromatic beam is shown
in Fig. 2.

The sample was placed in a high precision goniometer with
translation stages that allow rotating as well as translating the
sample perpendicularly to the beam. The fluorescence photons
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Fig. 2. The experimental arrangement for an X-ray fluorescence microtomography measurement using a quasi-monochromatic beam.

were collected with an energy dispersive HPGe detector (CAN-
BEREA Industries inc.) placed 90 to the incident beam, while
transmitted photons were detected with a fast Nal (TI) scintilla-
tion counter (CYBERSTAR-Oxford anfysik) placed behind the
sample in the beam’s direction. The geometry of the detector
allows reducing the elastic and Compton X-ray scattering from
the sample due to the high linear polarization of the incoming
beam in the plane of the storage ring, thus improving the signal
to background ratio for the detection of trace elements [11].

The quality of the reconstruction is a compromise between
the measuring time required for an acceptable counting statistic
of the X-ray fluorescence peaks and the step size necessary to
linearly move and rotate the samples. In one projection, samples
were positionad in steps of 200 pom (actual beam size) perpen-
dicularly to the beam direction covering the whole transversal
section of the sample.

Each single value in a projection is obtained by measuring
the fluorescence radiation emitted by all pixels along the beam.
The object is then rotated and ancther projection is measured.
Projections were obtained in steps of 3= until the object had
completed 180°. The selected measuring time was of 2 s for
2ach scanned point.

The X-ray transmission and the X-ray fluorescence images
were reconstructed using an in-house program developed using
MATLAR applying filtered-back projection algorithm. The ab-
sorption corrected matrix was obtained using MKCORR, a pro-
gram developed by Brunetti and Golosio [7]. The 3D images
were reconstructed using the 3D-DOCTOR software.

III. RESULTS AND DISCUSSION

A pX RFSR Mapping

By using pXRF with synchrotron radiation technique it was
possible to detect the following elements: P, 8, Cl. K, Ca, Fe,
Cu, Zn, Br and Rb. Fig. 3 shows a tyvpical X-ray fluorescence
spectrum of a sample of prostate tissue.

The concentration of zinc in the prostate is higher than that
in any other soft tissue in the body [12]. Due to the importance
of the participation of zinc in cellular processes of the prostatic
tissue, we focused our study on the distribution of this element in
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Fig. 3. The X-ray fluorescence spectra of a prostatic tissue sample.

distinct zones of the prostate. The distributions of Zn in a healthy
sample of prostatic tissue are shown in Fig. 4. The relative fluo-
rescence intensities were normalized wsing the maximum value
found for each sample.

The prostate gland in a human male is divided into three
zones: the peripheral zone (PZ) covers about 70% of the gland,
whereas the central zone (CZ) is comprised of 25% and the
transition zone (TZ) covers the remaining 5% of the gland. A
major function of the PZ epithelium is to secrete an extraordi-
nary amount of citrate and the same zone accumulates about
10-fold more zinc than the rest of the gland [4], [5], [13] The
zonal anatomy is important in prostate pathology. Studies car-
ried out by McMeal [14] showed that most cancers develop in
the peripheral zone (FZ) and benign hyperplasia mainly in the
transition zone (TZ) of the prostate gland.

The highest levels of zinc are found in the mitochondria and
prevent citrate oxidation by Krebs cycle. The decrease in citrate
oxidation represents 63% of the adenosine triphosphate { ATF)
efficiency [13], [15]. It is well known that the concentration of
zinc decreases in prostate tissue with cancer when comparad to
normal prostatic tissue. In prostate cancer, the malignant cells
undergo a metabolic transformation from citrate-producing to
citrate oxidizing cells. This occurs because of the loss of the
ability of the malignant cells to accumulate zinc. The absence
of high mitochondrial zinc levels removes the inhibition of
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Fig. 5. Tomographic images using 2 quasi-moacchromaticbeam at 12 keV
(left X-ray transmission microtomography and right: XRF, CT of Cu with
absorption correction).

m-aconitase activity. Citrate is then oxidized and the typical
complete oxidation of glucose restores the efficient ATP pro-
duction. For a detailed description of the relationships of citrate
metabolism and zinc in prostate see recent reviews [15], [16].

The analysis of X-ray fluocrescence mapping in Fig. 4 shows
that the zinc distribution was not uniform in different zones of
the prostate. Fig. 4 showed that the zinc distribution is more
intense in certain areas, which is in accordance with previous
studies that found that zinc distribution in the prostate tissue is
not uniform [13], [17]. These results can be due to the tissue
being formed by different types of cells and molecules. The
great dispersion of zinc concentration values already described
in the literature is due the zinc distribution is not uniform [13],
[17]-[19].

B. XRFuCT

Four BPH samples from patients submitted to surgery were
analyzed by XRFCT and the results are shown in Figs. 6 and
T

Before that in Fig. 3, the result for a reference sample made
of polyethylene is shown.

The image in Fig. 5 shows in the lefl side the X-ray transmis-
sion microlomography, and in the right side, the image shows
the XRFuCT of copper with absorption corrections. It can be
observed analyzing the images that while the X-ray transmis-
sion tomography shows the polyethylene matrix and the internal
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cylinder with copper solution, the XRFpCT show only those re-
gions where the elements of interest were localized, in this case
copper. These tomographies show the viability of fluorescence
microtomography and confirm that this technique can be used o
complement others techniques for sample characterization. It is
important to verify that the XRFpCT shows the corrected con-
centration of copper about 100 praig.

X-ray fluorescence microtomographies were performed in
human prostate tissue samples. Three prostate samples with
BPH for three different patients were analyzed.

The result for human prostate samples is shown in Fig. 6.
Each line in Fig. 6 shows the X-ray transmission microtomog-
raphy and the XRF microtomographies of Fe, Cu and Zn with
absorption corrections for each prostate tissue.

The XRF microtomographies of human prostate tissue
sample fragments show the elemental distribution of iron,
copper and zinc. It is possible to observe that these tissues have
a smaller concentration of copper and iron than zinc and the
mean concentration of zinc in the BPH samples is of about 150
to 300 e,

Fig. 6(f) shows a flaw in the iron flucrescence distribution
image. There is no iron in the entire sample.

Fig. 7 shows the 3D images of a prostaie sample with BPH.
It is not possible to reconstruct the 30 XRFpCT of copper be-
cause the concentration of this element in that sample is very
small, less than 3 pugfg. Analysis of the prostate samples used
led to the determination of the elemental distribution of iron,
copper and zinc. It was verified that these tissues have a smaller
concentration of copper and iron than zinc and the mean con-
centration of zinc in the BPH samples is of about 150 o 300
e,

Although trace elements such as Fe, Cu, and Zn are extremely
commaoen, an assessment of their amounts is crucial for disease
diagnostics. Both excess and deficiency of trace elements have
been associated with many diseases including cancer. Thus,
further research including an analysis and quantification of
element concentrations in more samples and an analysis and
comparison of biological tissues (both normal and abnormaly
by means of X-ray flucrescence microtomography can be very
helpful. Pathologist-oncologist cooperation would be most
advantageous for future research in this area.
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Fig. 6. X-ray tmasmission microtomographies and XRE): CT of #ron, copper and zinc in human prostate BPH samples. (2) X-ray transmission CT, (b) XRF..CT
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Fig. 7. 3D Tomographic images of a prostate sample with BPH. (a) CT, (b) XRF), CT of iron, (c) XRF): CT of zinc.

The radial streak effects that can be visualized in tomographic
reconstructions in Figs. 6 and 7 are because of the low counting
statistic in each projection. The images were not processed.

IV. CONCLUSION

XRFESR 2D map proved to be a powerful tool to study the
distribution of zinc content in prostate gland. The maps obtained
for zinc were not uniform for different zones of the analyzed
prostate.

2D and 3D visualizations by XRFuCT showed that the dis-
tribution of iron, copper and zinc was different and heterogenic
in those samples. XRFuCT technique allowed determining
the elemental distribution of the elements inside the sample
without destroying it. It is a useful tool for qualitative and quan-
titative analysis of biological tissues. The biggest advantage
of this technique is the three-dimensional visualization of the
elemental distribution without material damages. Analyzing
3D visualization, it was observed that the distribution of iron,
copper and zinc was different and heterogenic in those samples.
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Absiracr—The formation of three-dimensional cell microspheres
such as spheroids has attracted attention as a useful culture tech-
nigue. In this study, we investizated the distribution (mapping) of
Fe, Co and Zn in cellular sphercid derived homan prostate tomor
cells. The measurements were performed in standard seometry of
45" incidence, exciting with a white beam collimated with the help
of a 20 jom diameter optical capillary in the XEF beam line at the
Synchrotron Light National Laboratery (Campinas, Brazil). The
results showed that all the elements analyzed presented non-umni-
form distribution. The sphercids analyzed showed different ele-
mental distribution of Fe and Cu. Zinc concentrations were higher
in the central regions of the spheroids analyzed

Index Terms—Elemental distribution, prostate tissmes, syo-
chrotron radiation, X-ray finorescence.

I INTRODUCTION

ROSTATE cancer (PC3) is the most frequently diagnosed
form of noncufaneous cancer in men and the second
leading cause of cancer death in many countries [1]. PCa tends
to occur more commonly 1n older men, suggestng that ageing
is one of the contmbuting factors. Genetic predisposition and
pumercus environmental factors, imcludmg diet and hormenal
changes, play important roles in the pathogenesis of the disease
[2]-
Fecently, three-dimensional multicellular agzrezates of var-
ious amimal cells have attracted attention as a useful culture
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techmigue for tissue engineenng or regenerative medicine re-
search, pharmacological and toxeological studies, and funda-
mental studies in cell lology [3]. Unlike classical monolayer-
based models, spheroids strkingly mimor the 3D cellular con-
text and therapeutically relevant pathophysiclogical gradients
of in vive tumors [4]. Spheroids are sphere-shaped cell colonies
formed by self-assembly that allow varous growth and fune-
tional studies of diverse fissues [3]. Sphercids serve as axcal-
lent phy=iologic tumor models as they mimie avaseular fumors
and micrometastases [6] and are known to provide more reliable
and meamingful therapeutic readouts [7]. These advantages of
tumer spheroids have been widely recogmized [3]. In general,
in vitre 3D models (e.g., explants and fraditional 2D cultures in
matrix seaffolds) have been developed as mtermediate between
the 2D cultures and ammal modals to better understand in vive
3D physiological conditions/environment [9], [10]. On the other
hand, these 30 models have some disadvantages such as sigmf-
icant variability of in wive condifions and offer only short term
in vitre conditions [11]. However, the most significant difficulty
15 the inability of these in vire 3D medels to fully mimic the
defined in vive 3D orientation, of erther normal (Le., polanty;
distinet struetaral architecture) or aberrant (loss of structural in-
tegrity) epithelial cells, that dictates intracellular, mtercellular
and cell extracellular matnix signahng [12].

The distmbution and local chemical environment of metals
and nom-metals in fissues and cells is the most fundamental
knowledge of any kind of orgamism. To obtain information
concermung the chemical species, as well as thewr concentrations
and locations 15 cmeial for understanding their biological
functions and metabolic process [13]. Miere X-Ray Fluo-
rescence (X HF) has been used for more than 30 wears to
obtain information regarding the distibution of elements in
cells and tissues [14]. pXRF can mveshgate sample reglons
with a spatial resolution at the mucrometer scale. It allows the
determmation of the distibution of elements n addition to their
concentration [15]. Along with the constrachion of more pow-
erful synchrotron radiation faciihes around the world, pXHF
has become a popular trend m X-ray spectroscopic analysis of
small areas [13]. Svochrotron-based X-ray microffuorescence
(SRuXRF) 15 a powerful technique for the mapping of ele-
mental distributions at a subcellular level. Sub-micron spatial
resolutions can be achieved in two-dimensional scans by an
appropriate focusing of the meident high energy X-ray beam
produced by a third-generation synchrotron source [16]. An
mherent advantage of this method 13 ifs multelement detection
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capability, which enables the detection of different elements
simultaneously. A further advantage of this method 1= that
it is non-destructive, allowing staiming and histopathological
examination of the samples after the elemental analyses.
The improvement of the lateral resolution of bnlliant X-ray
microbeams induced numercus applications of SHpXHI m
bromedical and environmental studies [17]. All these advan-
tages make SRuXNHF a widely used techmique m biological
mvestgahons when two-dmmensional elemental mmaging of
tissues and cells at the micrometer or even submicrometer scale
15 pecessary [18].

Although the trace elements Fe, Cu and Zn are extremely
commeon m biochemical processes of the human organism, as-
sessment of their amounts 15 crucial for disease diagnesties.
Iron, copper and zinc can be associated either with functions
that protect the body against diseases, or with processes that fa-
cilitate thew propagation [19].

Iron 15 a central element in the human organism essential for
normal physiclogical fanctions because it 1s a constituent of
many protems and enzymes. It plays a vital role in the regula-
tion of cell growth and differentiation, thus iren might mfnence
the process of carcinogenesis [20].

Copper 15 found m all living cells and 15 essential for a wide
range of hiochenucal processes, being a cofactor of superoxde
dismutase (30D), an enryme which prevents the onset and pro-
gression of tumors by protecting the cell against substances that
cause free radical formation [21].

A charactenistic of the tissues of the prostate gland s that,
unlike other fissues, they accumulate nniquely high concentra-
tion of zine [3]. Although zine concentrations are relatively high
throughout the prostate, zine accumulation mamly occurs 1n the
penpheral zone. Zine concentrations in this region can be 3-10
times greater than in other soft tissues [22]. Zmec 15 essential
for zrowth and development. At the cellular level it 15 cnf-
cally wvolved in proliferafion, differentiation, and apoptosis.
Examples of functions that require zine include immunity, in-
termediary metabolism, DN A metabolism and repair, reproduc-
tion, vision, taste, and cogmtion/behavior [23]. Previous studies
have demonstrated that accumulation of kgh levels of zine 1n
the prostate 15 associated with two major functions, citrate pro-
duction and normal growth of prostate fissue [24]. The normal
secretory epithelial cells are highly specialized cells that synthe-
size, accumulate and secrete encrmously high levels of citrate
into the prostatic fiuid; which 1= 3 major funchion of the prostate
gland. This is achieved by the ability of these cells to accunmu-
late high cellular and mitochondnal levels of zinc. In the mito-
chondria, zinc inhibits m-aconitase activity, thereby preventing
citrate omidation via the EKrebs cycle [25].

The most consistent characteristic of prostate malignaney 1=
the loss of zine accumulation to values 60-70% lower than m
normal prostate epithehal cells [24]. Stadies mdicate that the
loss of mine from prostate cells alters their metabohe function,
resulting in increased maconitase actrvity, oxidation of citrate
and increased production of adenosme triphosphate (ATP) [26].
However, to date, whether the maliznancy causes the disruption
of zne accumulation or vice versa remams unknown [25].

Fecent examples of elemental magmg of prostate tissue in-
clude XEF analysis. [27] proposed a method of wvisuahzation
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Fiz. 1. Photo of spheroids: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and () PCa 3.

of comelation between two or three elements based on RGB
color model to identify the spatial distributions and the local
elemental levels mn prostate tissues. Other studies have estab-
lished a comrelation between zine-concentration maps and dis-
ease management A sigmificant increase of zine depletion with
increasing leason pattern (grade) classification was observed
[28]-[30]. In addition, [19], [31] analyzed the gualitative and
quantitative distribution of the elements inside a prostate tissue
sample using X-ray fluorescence microtomography technique.

The main puwrpose of this work was to determine the elemental
distribution of Fe, Cu and Zn using 3MpXRI in spherotds de-
rved from tissue prostate cancer (PCa), data that may be used
in future treatment or prevention of prostate disease.

IO. MATERIALS AND METHODS

A Population Characteristics

This study was conducted after approval from the Internal
Feview Board of the Clementmmo Fraga Filho Teaching Hospatal
of the Federal University of Fio de Janewro, Brazl The prostate
samples wers collected from 3 patients with prostate cancer sub-
mitted to surgery at the Andarai Hospital n Eio de Janewro city
— Brazil. The age-range of the patients was 40 — 83 vears old.

B. Cell Culture and Spheroids

The specimens were maintained under sterile conditions
in flask-contained “Thulbecco’s Medified Eagle's Medium —
DMEM, Sigma Chemical Co.” culture medium supplemented
with 5% fetal bovine serum (FBS) plus antibiotic/antimycotie
mixture Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 pz/ml and
Fungizone 25 ug/ml {Gibeo). To 1solate prostate cells, spec-
imens of malizn tissue were diced into approximately | mm®
pieces using forceps and secissors with 0.1% collagenase en-
zymatic solution {Weorthington Biochemicals, Lakewood, NY,
USA) prepared iz culture medium DMEM without serum and
incubated at 37°C and 5% CO; atmosphere for 1 hour. At the
end of the dissociation, the cell homogenate was centrifuged;
the cell pellet was resuspended m 1 ml of culture medim
supplemented with 10% FBS. The cells were seeded m 25 mm*
flazks and left to allow attachment in a defined medmm com-
posed of DMEM supplemented with 10% FBS and placed in
a tissue cultuwre incubator at 37C in humidifed air contaiming
5% C0Oy. The cells were fed 3 times a week and at confluence,
they were detached with 0.25% trypsin EDTA (Sigma). After
one or two weeks, the same procedure was realhized and after
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Fiz. 2. Experimental senip of X-ray microfuorescence

establishment of prostate cell primary cultures (epithelial and
stromal cells); the cells were detached and replated.

Prostate spheroid cultures were made from primary prostate
cells. Cells were seeded at 2 % 107 cellsiwell on a 96-well tissue
culture plate (round bottom) (STARSTEDT, USA) on a base
of 1% agarose. The 3D cultures were performed in DMEM
culture medinm supplemented with 10% FBS. After 72 hours,
the spheroids already had a sphencal shape and were daily
monttored by microscopy. Every 5 days, approximately 90%
of the total culture medmm volume was replaced by fresh
medmm. In all the studies, the prostatospheres were cultured
for at least 7 davs prior to thew use. After 10 days of incubation,
the spheroids were fixed with 4.0% paraformaldehyde for 20
min Following three washes with phosphate buffer selution
(PBS) 0.1 M, the sphercids were placed in PBS solution, pH
T4 at 4°C untl analysis. Before uX RF analysis, the spheroids
were repeatedly washed m MILLI-Q) water. Finally, with a
microprpette (100-1000 pL) they were taken and deposited on
ultralene film (4 jim) fixed m holder samples and drned in air at
room temperature. Fig. 1 shows spheroids PCa 1, PCa 2 and
PCa 3.

C. Experimental Conditions

The measurements were carmed out uwsing SHpXIRF tech-
nigue in the EF beam line at the Synchrotron Lizht National
Laberatery, in Campinas, 530 Paule, using a pelychromate
beam with maxmum snergy of 20 keV for excitation (the
photon flux at 8 keV in an area of 20 mm® is 4.2 x 10? pho-
tons 5 ') and a Si(Li) detector with resclution of 165 eV at
5.9 keV (shaping time 12 ps and active area of 30 mm®). The
expenment was performed in standard geometry (457 x 457),
excitmg with 2 white beam and using a 20 pm diameter ophical
capillary colimation. A fine comieal capillary, which allows
condensing the white beam mto 2 small area, produces the
X-ray microbeam [32]. A more detailed descnption of the XEF
beamline has been presented elsewhere [33]. The obtained
H-ray Huorescence spectra were evaluated by AXIL software
from the QXAS [34] package for peak deconvolution and
subtraction of the radiation background. The two-dimensional
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Fiz 3. X-ray fluorescence spectrum of a prostatic tissue sample.

maps were obtained after nommalization of the intensifies of
charactenistic X-ray lines to the value of lomization chamber.
The counting live time for each pixel was 20 s/step (deadfime
was approxmately 10%) and the step size was 30 um/step
in both directions. The mean total ime measurement for sach
sample was 2 hours. A schematic of the expenimental setup for
an SHuXHF 15 shown m Fig. 2. The elemental mapping was
obtained through a batch treatment using PyMCA software
developed at the Ewopean Synchrotron Radiation Facility

(ESEF) [33].

III. RESULTS AND DISCUSSION

Using the SuXRT technique 1t was possible to detect the
following elements: P, 5 Cl, K, Ca, Fe, Cu and Zn. Fiz. 3
shows a typical X Ray fluorescence spectrum of a2 sample of
PCa spheroids. However, only Fe, Cu and Zn were studied be-
cause these elements are very important cell buildng blocks and
play important roles in cell and tissue physiology.

Fig. 4 shows Zn mapping in PCa 2 spheroad before and after
bilinear mterpolation by PyMCA for the PCa 2 spheroad. The
H-Ray fluorescence mappings of spheroads PCal, PCa 2 and
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Fiz 4 Imageof zinc mapping in PCa 2 spheroid befors (a) and after (b) bilinear
meerpolation by BvMCA.
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Fig. 5. Image of iton mapping of () PCa L. (b)PCa 2 and (c) PCa 3 spheroids.
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Fig. 6. Image of copper mapping £ of (a) PCa 1, () PCa 2 and {c) PCa 3
spharoids.

PCa 3 are shown i Figs. 5-7 for elements Fe, Cu and Zn, re-
spectively. The relative fluorescence mtensities were normal-
1zed using the maxmimum value found for each sampla

The analvsis of Fe image (Fig. 5) shows that 1t is not uni-
formly distibuted Moreover, more intense small areas can
be observed in all the spheroids analyzed PCa 1 and PCa 3
sphercids presented more intense elemental mappmg of Fe m
the central area.

Fiz. & shows that copper 15 distributed heterogensously, m
low concentrations, along the full extent of the sphercids, 1n ad-
dition the images of Cu present small regions with high intensity
{four in PCal, two in PCa 2 and one in PCa 3).

Zn mapping (Fig. 7} presents heterogenecus distnbution
and a more intense central reglon 15 observed i PCa 1 and
PCa 3 spheroids. Furthermore, the companson of Figs. & and
7, shows that copper and zme have a similar dismbuhon m
sphercids PCa 1 and PCa 2.

This study indicates that the distribution of zinc is more 1n-
tense in the central region, suggesting that in this region there
is an accumulation of epithelial cells. It is known that the ep-
ithehal cells of secretory glands are zine accumulating. Thus, a
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histomorpheological study 15 necessary to evaluate how the dif-
ferent cell types are distributed i spheroids and the formation
of different fissues in spheroid.

IV. CONCLUSION

Using the SRuXRF techniqus we were able to determine the
distnbution of Fe, Cu and Zn m cellular spheroids of prostate
samples with cancer. All the elements were heterogeneously
distributed in different areas of the spheroids analyzed. Fe im-
ages showed more intense small areas o all the spherceds ana-
lyzed. The elemental distmbution of Cu also presented more mn-
tense small regions. In two spheroids analyzed, zine presented
more intense distibutions mn the central region of the spheroid.
The particular function of zine in the normal secretory epithelial
cells and 1ts relahonship to the carcinogemic process suggests
that further studies on elemental mapping in spheroids mayv help
clarify the relationship between zine and PCa.
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Abstract, The formation of three-dimensional cell microspheres such as spheroids has attracted atention as a wseful
cultare technigque. In this study, we investigated the trace elemental distribution (mapping) m spheroéds derived from
tissue prostate cancer {PCa). The measurements were performed in standard geometry of 45° incidence, exciting with a
white beam and wsing an optical capillary with 20 pm diameter collimation in the XRF beam line at the Synchrotron
Light Mational Laboratory (Campinas, Brazil). The results showed that most elements analyred presented non-uniform
distribution. P, & and C1 showed similar elemental distribution in all the samples anatyred. K, Ca, Fe, and Cu showed
different elemental distribution for the spheroéds analyzed. Finc presentad more intense distributions in the spheroid

ceniral region for all spheroids analymed.

Keywords: X-ray fluomscence; Synchrotron mdiation; Elemental distribution; Prostaie tissues.

PACS: 82.80.Dx

INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is the most frequently
diagnosed form of noncutancous cancer in men and
the second leading cause of their cancer death in many
countries [1]. PCa ends to occur more commonly in
older men, suggesting that ageing is possibly one of
the contributing factors. Genetic predisposition and
numerous environmental factors, including diet and

hormonal changes, play important mles in the
pathogenesis of the disease [2].
Recently, three-dimensional multicellular

aggregates of various animal cells have attracted
atiention as a useful culture technigue for tissue
engineering of regenerative  medicine  mesearch,
pharmacological and  toxicological  studies,  and
fundamental studies in cell biology [3). Unlike
classical monolayer-based models, spheroids strikingly
mirror the 3D cellular context and therapeuotically
mlevant  pathophysiological gradients of in vive

tumors [4]. Sphemids are sphere-shaped cell colonies
formed by self-assembly that allow various growth and
functional studies of diverse tissues, Spheroids serve
as excellent physiologic tumor models as they mimic
avascular tumors and micrometastases and are known
to provide more reliable and meaningful therapeutic
readouts. These advantages of tumor spheroids have
been widely recognized [5].

The distribution and local chemical environment of
metals and non-metals in tisspes and cells is the most
fundamental knowledge of any kind of organism. To
obtain information conceming the chemical species, as
well as their concentrations and locations is crucial for
understanding their biclogical functions and metabolic
process [6]. Micro X-Ray Fluomscence (uXRF) has
been used for mone than 30 years to obtain information
regarding the distribution of elements in cells and
tissues [7] Along with the construction of more
power-ful synchrotron radiation facilities around the
world, pXRF has become a popular trend in X-ray
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spectroscopic analysis of small areas [6]. Synchrotron-
based X-ray fluorescence is a powerful technique for
the mapping of elemental distributions at a subcellular
lewel, Sub-micron spatial resolutions can be achieved
in two-dimensional scans by an appropriak focusing
of the incident high energy X-ray beam produced by a
third-generation synchrotron source [B]. An inherent
advantage of this method is its multiclement detection
capabhility, which enables the detection of different
elements simultaneously. A further advantage of this
method is that it is non-destructive, allowing staining
and histopathological examination of the measured
samples afier  the elemental  analyses.  The
improvement of the lateral resolution of brilliant X-ray
microbeams induced numerous applications of pXRF
in biomedical and environmental studies [9]. All these
advantages make the pXRF widely used in biological
imvestigations  when  two-dimensional  elemental
imaging of tissues and cells at the micrometer or even
submicrometer scale is necessary [ 10].

In this work, Synchrotron Radiation X-Ray
Fluorescence was used to measur the elemental
distributions in spheroids derived from tissue prostate
cancer (PCa), which may help to elocidate the
mechanisms and effects of trace elements on prostate
functions.

MATERIAIS E METODOS

Popularion Characreristics

This study was conducted following approval by
the Internal Review Board of the Clementine Fraga
Filho Teaching Hospital of the Federal University of
Rio de Japeiro, Brazil. The prostate samples wene
collected from 3 patients submitted to surgery at the
Andarai Hospital in Rio de Janeiro city - Brazil. The
age-range of the patients was 40— 85 years old.

Cell Culrare and spheroids

The specimens were collected under sterile
conditions  in  flask-contained  culturr  medium,
*Dulbecco’s Modificd Eagle’s Medium - DMEM,
Sigma Chemical Co” and Penicillin-Streptomycin
solution (P-0906, Sigma) supplemented with 5% fetal
bowine serum  (FBS). To isolake  prostate  cells,
specimens  of malign  tissue  wer  diced  into
approximately 1 mm’ pieces using forceps and scissors
with a solution of enzymatic solution 0.1%
collagenase (Worthington Biochemicals, Lakewood,
NY, USA) pmepared in culture mediom DMEM
(Sigma) withowt serum and incubated at 37°C and
atmosphere of 5% C0O, for 1 hour. At the end of
dissociation, the cell homogenate was centrifuged; the

0%

cell pellet was resuspended in 1 ml of culture medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
{GIBCD). Cells were seeded in 25 mm® flasks and left
to allow attachment in a defined medium composed of
DMEM  supplemented  with  10% FHEE  plos
antibiotic’antimycotic mixture Penicillin 100 WfmlL,
Streptomycin 100 pg'ml and Fungizone 25 pgfml
{Gibco) and placed in a tissue culture incubator at
37°C in humidificd air containing 5% €0, Cells were
fed 3 times a week and at confluence, cells wers
detached with 0.25% typsind EDTA  (Sigma) and
replated in a ratio of 1:3 into new flasks. Afier one or
two weeks, the same procedure was realized and
establishment of prostate cells primary cultures (PHP-
1}; the cells were detached and replated.

To obtain the three-dimensional structures (the
spheroids) FHP-1 cells were cultured in the proportion
of L1{15= il cells), in tissue 96-well culture plate
previously covered with 1% agarose gel, containing
DMEM cultur medium with 10% FBS. After 72 b,
the prostatosphenss were formed, characterized and
monitored daily. Each 48 h, approximately 90% of the
total culture medium volume wer changed by fresh
medium. For all studies, prostatospheres were cultumed
for at least 7 days prior to their use,

The spheroids were fixed afier an incubation of 10
days with 4.0% paraformaldehyde for 20 min, After
three washes with PBS, spheroids wem placed in a
phosphate buffer solution {PBS) 0.1 M, pH 7.4 at 4°C
until analysis. Before analysis, spheroids were washed
in MILLI-() water. Finally, they wenr deposited on
ultralene film (4 pwm) and dried in air at room
temperature. Figure 1 shows spheroids PCa 1, PCa 2
and PCa 3.

(a) (k) (k)
FIGURE L Photo of spheroids: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c)
PCa 3.

Experimenral Or garizarion

The measumments were carnied out wsing X-ray
microfleorescence with  synchrotron  radiation
{pSRXRF) technique in the XRF beam line at the
Synchrotron Light National Laboratory, in Campinas,
S&0 Pauwlo, wsing a polychromatic beam  with
maximum energy of 20 keV for excitation and an
Si{Li) detector with resolution of 165 ¢V at 5.9 keV.
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The experiment was performed in standard geometry
(45% x 45%), exciting with a white beam and using an
optical capillary with 20 ym diameter collimation. The
obtained X-ray fluorescence spectra were evaluated by
the QXAS software distributed by the Infernational
Atomic Energy Agency [11] The two-dimensional
maps were obtained afeer normalization of the
intensities of characteristic X-ray lines to the value of
ionization chamber. The counting live time for cach
pixel was 20 s/step and the step size was 20 pum/step in
both directions. XRF spectra were quantitatively
analyzed with the PyMCA software developed at the
ESRF synchrotron [12].

RESULTS AND DISCUSSIONS

The distribution of the elements P, S, CI, K, Ca, Fe,
Cu and Zn were determined using the pSRXRF
technigue. Figure 2 shows a typical X Ray
fluorescence spectrum of a sample of PCa spheroids.
The X-Ray fluorescence mapping of spheroids PCal,
PCa 2 and PCa 3 are shown in figures 3-10 for
clements P, §, Cl, K, Ca, Fe, Zn, respectively.

Figures 3-5 show mappings of P, S and CI, the
typical circular shape is not observed because of the

absorption effect caused by low energy K-lines of

Courts

T 3 5

H 3
Energy (kaV)

FIGURE 2. The X-ray fluorescence spectra of a sample of
PCa spheroids.

Similar elemental mappings more intense on the
wrap of spheroids can be observed for elements P, §
and CI in Figures 3-5. Fig 6 shows that K ¢lemental
distribution is concentrated (?) in a particular region of
spheroids, and that spheroids PCa 1 and PCa 2 present
the same distribution pattemn for this element. The
analysis of images of Ca and Fe (figures 7 and 8)
indicates very small intense regions for all spheroids
analyzed. Figure 9 shows that Cu is distributed in the
entie region of the spheroid, although with more
intensity in some arcas. Besides, Cu mapping presents

these elements,
. . I. ’:

(a)

Phosphorus

(b)

(c)

FIGURE 3. Image of phosphorus mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c) PCa 3.

g
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(a)

Sulfur

FIGURE 4. Image of sulfur mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c) PCa 3.
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Chlorine
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(a) (b)

FIGURES5. Image of chlorine mapping the spheroids of (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (¢) PCa 3.

Potassium
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(b)

FIGURE 6. Image of potassium mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (¢) PCa 3.

Calcium

‘ul : .': "
@ (b) ©

FIGURE 7. Image of calcium mapping the spheroids of: (a) PCa 1. (b) PCa 2 and (c) PCa 3.
Iron
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FIGURE 8. Image of iron mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c) PCa 3
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(a)

(b)

FIGURE 9. Image of copper mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c) PCa 3.
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(a)

£

Zinc

(b)
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FIGURE 10. Image of zinc mapping the spheroids of: (a) PCa 1, (b) PCa 2 and (c) PCa 3.

similar distribution for PCa 1 and PCa 2 spheroids. Zn
mapping presents heterogencous distribution with a
more intense central region in all spheroids analyzed.
PCa 1 and PCa 3 spheroids presents ekemental
mapping of K and Fe distributed more intensely in
similar regions of the spheroid

All elements studied am important cell building blocks
and play important roles in cell and tissue physiology. Ome
charackenstic feature of the tissves of the prostate gland
unlike other tissues is their ability to accumulate uniquely
high concentration of zinc [3]. Although zinc concentrations
are relatively high throughout the prostate, zinc
accumulation mainly occurs in the peripheral zome. Zinc
concentrations in this region can be 3-10 times greater then
in other soft tissues [13]. Zinc is essential for growth and
development. At the cellular level, it is critically involved in
proliferation, differentiation, and apoptosis. Examples of
functions that require zinc include immunity, intermediary
metabolism, DNA metabolism and repair, reproduction,
vision, taste, and cognition/behavior [14]. Previous stodies
have demonstrated that accumulation of a high level of zinc
in the prostate is associated with two major functions, citrate
production and normal growth of prostate tissee [15] The
normal secretory epithelial cells are highly specialized cells
that synthesize, accumulake and secrete enormously high
levels of citrate into the prostatic fluid; which is a major
function of the prostate gland. This is achieved by the ability
of these cells to accumulate high cellular and mitochondrial
levels of zinc. In the mitochondria, the zinc inhibits m-

Dowrdoaced 28 Jun 2012 % 1469

aconitase activity, thereby preventing citrate oxidation via
the Krebs cycle [16].

The most consisent characteristic of prostate
malignancy is the loss of zinc accumulation, 60-70% lower
than that of normal prostate epithelial cells [15]. Studies
indicate that the loss of zinc from prostae cells aliers their
metabolic  function, resulting in increasad m-aconitase
activity, oxidation of citrate and increased production of
adenosine triphosphae (ATP) [17]. However, to date,
whether the malignancy causes the disruption of zinc
accumulation or vice versa remains unknown [16]. This
study indicates that the distnibution of zinc is more intense in
the central region, suggesting that in this region there is an
accumulation of epithelial cells. It is known that the
epithelial cells of secretory glands are zinc accumulating.
Thus, a histomorphological study is necessary to evaluate
how the different cell types are distribued in sphercids and
the formation of different tissves in spheroids.

CONCLUSIONS

Using the uSRXRF technigue we were able to determine
the distribution of 8 elements: P, 8, C1, K, Ca, Fe, Cuand Zn
in spheroéd samples. All the elements were heterogeneously
distributed in different areas of the spheroids analyzed. P, S
and C1 showed smilar elemental distribution. Elemental
mapping of K showed a particular mo® intense region. Ca
and Fe showed very small more intense distribution regions.
Flemental distribution of Cu was more intense in some areas.
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In all spheroids analyred, zinc presented more intense
distributions in the central region of the spheroid The
particular function of zinc in the normal secretory epithelial
cells and its relationship to the carcinogenic process suggests
that further studies on elemental mapping in sphermids may
help clarify the relationship between zinc and PCa
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HIGHLIGHTS

» Prostate cancer 15 the most frequently diagnosed form of cancer in men

» Intracellular Zm is comelated with proliferation, differentiation, or apoptests.

» The prostate gland accumulate high concentration of Zn

» SR-TXRF is a technique widely used in the analysis of low concentration in samples.
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Trace sl=ments

Prostate Gsue

Prostate cancer (PCa) currently represents the second most prevalent malignant neoplasia in men,
representing 21% of all cancer cases. Benign Prostate Hyperplasia ( BPH) & an illness prevailing in men
above the age of 50, close to S0 after the age of BL The pristate presents a high zine concentration,
about 10-fold higher than any other body tissue. In this work samples of human prostate tisuwes with
cancer, BPH and normal tiswe were analyzed utilizing total reflection X-ray fluorescence spect ioscopy
wsing synchrotron radiation technique (SE-TXRF) te investigate the differences in the elemental
concentrations in these tisswes. SE-TXRF analyses were performed at the X-ray fluorescence beamline
at Brazilian Matienal Synchrotron Light Laboratory (LML), in Campinas, S50 Paulo. It was possible to
determine the concentrations of the following elements: P 5 K. Ca, Fe, Cu, Zn and Rb. By wsing Mann—
Whitney L test it was ohserved that almost all elements presented concentrations with significant

differences (2= 0.05) between the groups studied.

& 2012 EBewvier Lid All nghis reserved.

1. Introducion

Prostate cancer is the most frequently diagnosed form of
noncutaneous ancer in men and the second leading cause of
male cancer death in many countries (Sarafanova et al, 2008)
Benign prostate hypermplasia (BPH) is another disease of the
prostate that primarily results in symptoms in the lower urinary
tract and can significantly impair quality of life (Kirby, 2000).

Intracellular zinc concentmtion is correlated with cell fate, ie.
proliferation, differentiation, or apoptosis and modifications of
zinc homeostasis are linked to several pathologies affecting
humans at any stage of life (Banudevi et al, 20010}

One characteristic feature of the tissues of the prostate gland
unlike other tissues is their ability to acocuomulate uniguely high

* Comesponding author. Tel: + 55 2125627311,
E-mail addresses: ncardo@lin ufribr, robe@@linufrjibr (KT lopes)

0969-806/S - see front matter & 201 2 Bsewvier Ltd All rights reserved.
e f fdxdoiorg/ 10,101 6/ rad physchem201 212,044

concentration of zinc, which is tocic to tissues elsewhere in the
body (Franklin and Costello, 2007).

Total reflection X+ay fluorescence using synchrotron radiation
(SR-TXRF] is a multi elemental technique widely used in the
analysis of low concentraton (pgg~'}in environmental, medical
and biological samples (Kubala-Kukus et al., 2007 ).

In this study, was to analyze prostate samples through
SR-TXRF investigate the differences in the elemental concentra-
tons among different prostate tissues: PCa, BPH and normal.

2 Materials and methods
21. Population charocterishcs

This study was conducted following approval by the Internal
Review Board of the Clementino Fraga Filho Teaching Hospital of

Please cite this article as: leitio, R.G. et al, Elemental concentration analysis in prostate tissues using total reflection
X-ray Auorescence. Radiat. Phys. Chem (2013), http:f (dxedoione /101016 jradphyschem 201 2,12 044
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the Federal University of Rio de Janeiro, Brazil. The pmstate
samples were collected from 56 patents submitted to surgery
at the Andarai Hospital in Rio de Janeiro dty—Brazil. The age-
range of the patients was 40-85 years old. The experimental
groups were consttuted of 12 patients with PCa with Gleason
score between 6 and 9 and 44 patients with BPH. The control
group was formed by & samples of individuals with age-range
from 18 to 30 years old who died from unexpected death
{accident, murder, candiac amest ).

22 Somples preparation

The mass of the tissues samples varied from 10 mg to 50 mg.
The tissues were washed in MILLI-Q) water, lyophilizedin a freeze-
dryer at —60 °C cushed and afterwards they wem digested in
HMO: at 60 °C The solutions digested were diluted in MILLI-Q
waater up to 2 ml and a 50 pL aliguot of Ga solution (Standard ICP
Ga - 100 pgg~") was added as internal standard. Mext, the
solution was homogenized by shaking and a small aliquot of
5pulL was pipetted on a precleaned Ludte carrier (Perspexs —
Maolecular formula: (G Hsle, rectangular-plate with dimen-
sions:30 = 15«2 mm). After deposition, the samples were
oven dried at #0°C. All samples were analyzed in triplicate.
The methodology was validated through analysis of samples of
standard reference material (Bovine liver 1577b)., prepared under
the same conditions as the prostate samples.

2.3 Experimental orpanization

The measurements were carried out using SR-TXRF technigue
in the XRF beam line at the Synchrotron Light Mational Labora-
tory, in Campinas, 530 Paulo, using a polychromatic beam with
maximum energy of 20 keV for exdtation coming from a storage
ring with 0.1 mm width and 5.0 mm height. This beam was
directed onto the sample at angle approximately 1.0 mrad.
The detector was of HpGe with resolution of 140 eV at 5.9 keV.
The TXRF geometry used was 07, 90° and Ludte carfer—detecor
distance was 12 mm The acquisibon time was set to 100 s for
each measurement. The obtained ¥-ray fluomescence specra were
evaluated by software QXAS distributed by International Atomic
Energy Agency (Bermasconi and Tajani, 1996).

3. Results and discussions

The methodology was walidated by analysis of standard
reference material from MIST (bovine liver—1577h). The mesults
with relative emor vared from 0,01 for Potassium and 0.21 for
Rubidium. The obtained results agree well with the certified
values,

By using the SR-TXRF technigque it was possible to detect the
following elements: P, 5 K, Ca, Fe, Cu, Zn and Bb. Fg. 1 shows a
typical ¥-ray fluorescence spectrum of a sample of a prostate
tissue with BPH. Table 1 shows the mean elemental concentration
with confidence intervals (x=0.05) and median values for normal
prostate, BPH and PCa tissues. The elements that showed higher
concentration levels were P, 5 and K. The mesults showed that
there was a reduction in the concentration of §, K, Ca, Fe, Zn and
Rb on the two pathologies studied (PCa and BPH), as comparing
with the concentrations obtained in normal tissues. The elemen-
tal concentration values determined in this work are dose to the
values found in the literature {Zaichick et al., 1997; Vansky & al.,
2003; Yaman et al, 2005; Kwiatek et al., 2005).

Fora non-parametic comparison of two groups Mann—Whitney LJ
test was applied in order to verify if there wene statistical differences
between BPH and normal population and between PCa and normal

1% 5
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. Ca /T Ga (imterwal stanclard)
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Fig. 1. The X-ray fluorescence spectrum of a prosatic tssue sample with BPH.

Table 1
Mean values with confidence intervals and medians of coneentrations of trac
elements in the prostae tswus

El=me=nt Me=m withcunﬁd:nc:hmnuls(pgg")uadimipgg' 1
HPH Camicer Marmal

P 34224299 3621 +684 2852 + 564
3243 s 2743

2 8662 £ 546 G371 +£1140 10756 + 1587
2548 6516 1033

K 1744 +211 1455 + 327 IRI9+ 415
1488 1236 3934

Ca 861+ 94 658 +109 2NS£1207
pi [EH] 1435

F= G3+11 3m+9 173 £55
45 30 164

Cu 35+05 45+110 WD
10 40

n 420+ 43 210+44 G99 +221
amn 192 4493

Rhb 711 241 1242
6 ] 12

4 ND=Not detecterd_

population In this case it was used a level of significance of 5% in all
tests, All statistic anabyses were performed by SPSS 150 for windows
software (SPES Inc., Chicago, LISA)

Mann-Whitney U for BPFH and normal population presented
significant differences between the median concentrations of the
dements K, Ca, Fe, Zn and Rb. It can be observed a decrease of
concentraton of K(62%), Ca (51%), Fe (73%), Zn(25%) and Rb (50%)
in samples with BPH as compared to samples of normal prostatic
tssue. Besides, the test presented statistcal differences between
the normal samples and PCa population for the elements S, K, Fe,
Zn and Rh, particularly, a decrease of concentrations of 5 (37%), K
(69%), Ca (54%), Fe (B2%X), Zn (61%) and Rb (3BX) in PCa was
ohserved, as compared to the median concentrations obtained in
normal tissue. In addition, statistically significant differences
between samples with PCa and BPH were found for concentmtions
of & Fe and Zn. a decrease of concentratons of § (24%), Fe (33%)
and Zn (48%) in tissues samples of prostate with @noer was
observed as compared to tissues samples with BPH. Besides, it
has been showed in literature that trace éements have essential
physiological functions such as maintenance and regulation of cell
function, gene regulation, activation or inhibition of enzymatic
reactions, and regulation of membrane function. Essential or toxic

Please cite this article as: Leitio, R.G. et al, Elemental concentration analysis in prostate tssues wsing total reflection
¥-ray Auorescence. Radiat Phys. Chem. (2013), hitp:f/dx.doiorg 10,1016 j.rad physchem 201 2.1 2.044
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(mutagenic, cardnogenic) properties of trace elements depend on
tissue-spedfic need or tolerance, respectively (Zaichick, 2006).

In this study it was observed that the concentration of zinc
decmases in prostate tissue with cancer as compared to normal
prostatic tissue. This result is close to another work in literature
(Zaichick et al., 1997 ). Accumulation of cellular zinc and secretion
of zinc into the prostatic fluid in prostate glands ame essential
functions of the prostate secretory epithelial cell (Liping Huang
et al, 2006). The highest levels of zinc ame found in the mitochon-
dria and prevent citrate oxidation by Krebs gpde. The decrease in
citrate oxidation represents 65% of the adenosine triphosphate
(ATP) efficiency (Zaichick et al, 1997, Costelln and Franklin,
2006). In prostate cancer, the malignant cells undergo a metabalic
transformation from dtrate-producing to dtate oxidizing cells
This oocurs because of the loss of the ability of the malignant cells
to accumulate zine. The absence of high mitochondrial zinc levels
removes the inhibition of m-aconitase activity. Citrate is then
oxidized and the typical complete oxidation of glhicose restores
the effident ATP pmduction For a detailed description of the
relationships of dtate metabolism and zinc in prostate see recent
reviews (Costello and Franklin, 2006, Franklin and Costello, 2007 1
Howewer it has been reported that zinc concentration may vary
acoording to age (Zaichick, 2004) and should be considered that
the patients of PCa group are older than the patients of normal
group. Then, it is still unknown how exactly it is the relationship
between zinc accumulation capability and the development of
prostate disease.

4. Conclusions

SR-TXR proved to be a highly efficient technigue in the
analysis of biological samples, being capable of determining low
elemental concentrations (pg g="). It was possible to determine
the concentrations of the elements P, 5, K, Ca, Fe, Cu, Zn and Fh.
Analysis using Mann-Whitney U test showed, with 5% of
significance, that there was a deoease in K, Ca, Fe, Zn and Rb
concentration in BPH as compared to normal prostatic tissues, On
the other hand in PCa, the Mann-Whitney U showed that there
was a reduction of 5, K, Ca, Fe, Zn and Rh, therefore suggesting
an assoCiation of these elements with carcinogen processes,
The PCa and BPH samples present significant differences only
for 5, Fe and Zn.The PCa samples presented a 61% reduction of Zn

concentration, as compared to normal prostate tissues, suggesting
that this element can be a bicindicator for prostate illness.
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