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ESTUDO DE ASSOCIAÇÃO DE MINERAIS E PATOLOGIAS 
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Usando a técnica de fluorescência de raios X por reflexão total com radiação 

síncrotron (SRTXRF) no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), foram 

medidas as concentrações de elementos traço em quatro lesões de pele: ceratose 

seborrêica, pólipo fibroepitelial, hemangioma rubi e dermatose papulosa nigra. Através 

da análise de espectros de 64 pares de amostras, cada um tendo sido colhido do mesmo 

paciente, foi possível determinar e comparar as concentrações de P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn 

e Rb em pele sadia e  lesões em relação a um padrão interno de Ga. A fluorescência de 

raios X foi induzida por um feixe branco com energias entre 4 e 20 keV e o ângulo de 

incidência ideal do feixe sobre as amostras foi ajustado em aproximadamente 1 mrad 

via incrementos de 10 µrad. Os espectros foram processados pelo software AXIL do 

pacote de análise quantitativa da Agência Internacional de Energia Atômica (AIEA). Os 

resultados mostraram diferenças significativas nos níveis de P, Ca, K, Fe e Cu, bem 

como uma tendência comum em suas variações entre as amostras de lesões e controle 

das doenças de pele estudadas. Esse trabalho de pesquisa apresenta uma importante 

ferramenta que pode ser útil para pesquisas de doenças dermatológicas. 
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ASSOCIATION STUDY OF MINERALS AND DERMATOLOGICAL DISEASES 

USING THE X-RAY FLUORESCENCE TECHNIQUE 

Júlio César de Avellar Corsini e Reis Soares 

November/2013 

Advisors:  Ricardo Tadeu Lopes 

Marcelino José dos Anjos 

Department: Nuclear Engineering 

Using the synchrotron radiation total X-ray fluorescence (SRTXRF) technique at 

Brazilian National Synchrotron Light Laboratory (LNLS), the concentrations of trace 

elements were measured in four skin lesions: seborrheic keratosis, fibroepithelial polyp, 

cherry angioma and dermatosis papulosa nigra. Through spectral analysis of 64 pairs of 

samples, each one having been collected from the same patient, it was possible to 

determine and compare concentrations of  P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn and Rb in healthy 

skin and lesions in relation to an internal standard of Ga. The X-ray fluorescence was 

induced by a white beam with energies between 4 and 20 keV and the ideal incidence 

angle of the beam was found at approximately 1mrad using increments of 10 µrad. The 

spectra were processed by the AXIL software package for quantitative analysis of the 

International Atomic Energy Agency (IAEA). The results showed significant 

differences of P, Ca, K, Fe and Cu levels as well as a common trend in their variations 

between lesion and control samples of the skin diseases studied. This research revealed 

a powerful tool that can be useful for skin disorders research. 
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Capítulo 1 
INTRODUÇÃO 

1.1- Introdução 

Para realizar as medidas experimentais, o Laboratório de Instrumentação 

Nuclear (LIN/COPPE) teve aprovado o projeto D09B-XRF-9323 submetido ao 

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS ), localizado em Campinas/SP, para 

utilização da linha XRF de fluorescência de raios X. O LIN, laboratório de excelência 

na área de física nuclear aplicada, mantém diversas linhas de pesquisa que utilizam 

técnicas analíticas atômicas e nucleares desde 1999 quando se iniciou a linha de 

fluorescência de raios X (ANJOS et al., 2000a). 

O trabalho foi desenvolvido buscando um conjunto de procedimentos que 

permitisse avaliar as concentrações de elementos químicos em tecidos de pele humana 

e, usando amostras pareadas do mesmo paciente, comparar suas composições químicas 

e variações em quatro tipos de lesões dermatológicas: ceratose seborrêica, pólipo 

fibroepitelial, hemangioma rubi e dermatose papulosa nigra. A técnica analítica 

escolhida foi a SRTXRF, ou seja, a fluorescência de raios X por reflexão total com uso 

de um feixe branco de radiação síncrotron, na tese, com energias entre 4 e 20 keV. 

Como o projeto envolve análise de amostras de pele, o LIN firmou um acordo de 

cooperação com a clínica AMADERM (Clínica de Dermatologia e Medicina Avançada 

Adriana Moura de Aquino) para a coleta das amostras assim como consulta de seu 

banco de dados na expectativa de tentar identificar fatores que pudessem estar 

associados às lesões ou influenciar sua composição. 

Foram avaliadas as concentrações de P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn e Rb em 64 pares 

de amostras de pele composta de tecidos saudáveis e com de lesões, cada um coletado a 

partir do mesmo paciente, ou seja, são amostras pareadas. 

O projeto de pesquisa desta tese foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da UFRJ (CEP-HUCFF), registrado sob 

número 159/09, tendo sido sua execução integralmente aprovada por satisfazer todos os 

requisitos da resolução CSN 196/96 do Conselho Nacional de Saúde da Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saúde. 
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A originalidade da tese provém da aplicação da SRTXRF ao estudo da 

composição da pele sadia, e de lesões de pele pouco ou mesmo não estudadas, assim 

como também da possibilidade de terem sido avaliadas amostras pareadas, ou seja, 

terem sido comparados os elementos traço contidos nas lesões e em tecidos saudáveis 

do mesmo paciente, que foram separadas e retiradas das bordas das lesões. 

1.2- Os elementos traço e as doenças dermatológicas 

As pesquisas sobre a composição multielementar de tecidos do corpo humano 

têm grande importância para área biomédica, uma vez que estes elementos podem ser 

essenciais às suas fisiologias. Várias doenças estão diretamente associadas com a 

deficiência ou excesso desses elementos, o que pode interferir diretamente no 

metabolismo em seres humanos.  

Estudos comparativos das concentrações elementares entre amostras tecidos 

humanos sadios e com lesões são escassos. Além disso, os valores apresentados em 

pesquisas realizadas por diferentes métodos diferem muito entre si, principalmente por 

causa das imprecisões inerentes a cada método. 

As concentrações de alguns elementos em tecidos podem apresentar diferenças 

se comparadas aos sadios. Estudos mostram que as concentrações elementares 

desempenham um papel crucial em um grande número de enzimas que estão envolvidas 

na evolução das doenças e seu tratamento (THEODORAKOU et al., 2008). 

A escolha da técnica SRTXRF foi feita pelo fato dela nos permitir investigar 

pequenas quantidades de tecido com precisão, ou seja, massas da ordem de décimos de 

miligrama. 

1.3- Doenças de pele estudadas 

As doenças de pele estudadas são a ceratose seborrêica, pólipo fibroepitelial, 

hemangioma rubi e a dermatose papulosa nigra. 

A escolha dessas lesões como objeto de estudo foi feita devido à: 

a) necessidade de amostras de lesões de pele para iniciar as pesquisas e estabelecer um 

conjunto de procedimentos para analisar tecidos de pele visando, futuramente, abordar 

os neoplásicos; 

b) facilidade de se coletar as amostras e com baixo risco para os pacientes, já que não há 

malignidade envolvida e, portanto não há necessidade de encaminhamento para biópsia; 
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c) alta freqüência de ocorrência desses tipos de lesões de pele em humanos que, apesar 

disso, são muito pouco ou mesmo ainda não estudadas. 

1.4- Justificativas para a realização da pesquisa 

Dados sobre a composição elementar de amostras de pele sadia e com lesões são 

escassos, mas de grande importância para estudos da evolução, tratamento e prevenção 

de doenças (THEODORAKU et al., 2008). A aplicação da técnica utilizada, inédita em 

pesquisas de pele, foi ajustada às características desse tipo de tecido visando analisar 

patologias cutâneas para, futuramente, incluir as neoplasias. 

Os resultados obtidos com as amostras pareadas, raros na literatura, foram 

comparados entre as quatro doenças abordadas neste trabalho. A expectativa é de que, 

futuramente, possam ser comparados com os de pele normal de outras populações, com 

outras doenças dermatológicas benignas, mas principalmente malignas, como o 

carcinoma basocelular e o melanoma, que possui alto índice de letalidade. Desta forma 

seria possível se observar se as diferenças entre as concentrações em tecidos normais e 

com lesões, deste e de outros trabalhos, são características pontuais ou gerais. 

A fluorescência de raios X (XRF) é uma técnica analítica multielementar 

bastante difundida com aplicações em várias áreas da ciência e da tecnologia. Tem 

como princípio físico básico a produção de raios X característicos emitidos por átomos 

de um elemento presente em uma amostra quando devidamente excitada, neste caso, por 

radiação síncrotron. 

A técnica escolhida para analisar as amostras, a SRTXRF, é uma variante da 

XRF convencional que tem maior poder de detecção e exige uma técnica de preparação 

de amostras mais simples. É uma técnica bastante confiável em análises em nível de 

partes por milhão (µg.g-1) e que permite a determinação da composição multielementar 

de amostras com aplicações no meio ambiente, na Odontologia, na Medicina, entre 

outras (PRANGE, 1989). Outra vantagem em relação aos trabalhos já realizados é que 

a técnica empregada aqui é muito mais apurada em relação às outras técnicas de 

fluorescência, devido ao padrão de gálio que é incorporado às amostras. Além disso, ela 

é perfeitamente adequada às análises de amostras com massas pequenas, caso da pele. 

Obedecendo estritamente aos crítérios éticos, que inclui sigilo, conforme a 

resolução no 196/96 do Conselho Nacional de Saúde, a clínica Amaderm forneceu as 
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amostras de lesões de pele e disponibilizou parte de seu banco de dados para se tivesse 

acesso aos resultados de exames de rotina dos sujeitos da pesquisa. Dentre eles estão 

resultados de exames de sangue, biópsias, parâmetros biométricos, etc. Todos os 

exames são normalmente pedidos pela clínica independentemente deste projeto. 

A preparação das amostras para armazenamento como secção, lavagem e 

liofilização, assim como o processamento dos dados e a análise dos resultados foram 

realizados no Laboratório de Instrumentação Nuclear (LIN) do Programa de Engenharia 

Nuclear da COPPE/UFRJ. 

O processamento das amostras para a confecção dos refletores foi feito no 

Laboratório de Química de Apoio aos Usuários (LQAU) que, em seguida, foram 

analisados na linha de fluorescência D09-XRF. Ambas as instalações são do LNLS. 

1.5- Elementos químicos essenciais para a vida humana 

Existe uma série de elementos químicos que são considerados essenciais para a 

vida humana. Mas, para que seja considerado como tal, deve-se verificar se: 

a) a ingestão insuficiente do elemento químico provoca deficiências funcionais 

reversíveis se o elemento retornar a suas concentrações adequadas; 

b)  perante a ausência do elemento, o organismo não cresce nem completa seu 

ciclo vital; 

c)  o elemento influencia diretamente o organismo através dos seus processos 

metabólicos; 

d)  o mesmo efeito no organismo não pode ser conseguido por nenhum outro 

elemento. (GIBSON, 1989, ANDERSON, 2002 e FRANCO, 2005): 

Alguns elementos químicos não são essenciais apesar de estarem presentes no 

organismo. É comum e bastante provável que um elemento se incorpore ao organismo 

através da ingestão ou inalação de compostos químicos, medicamentos, pesticidas, 

produtos derivados de solventes, etc. Dessa maneira, o indivíduo pode a curto, médio ou 

longo prazo, apresentar sintomas ou mesmo doenças. A análise da deficiência ou 

presença de um elemento químico em tecidos do organismo é um estudo delicado 

devido às pequenas concentrações elementares envolvidas, da ordem de traços. 
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Acredita-se que a importância dos elementos químicos está relacionada à sua 

abundância e acessibilidade. Qualquer elemento, seja ele essencial ou não, pode ser 

tóxico a partir de certo limite. Para cada elemento químico há uma faixa de 

concentração considerada ótima para o organismo (PESCE et al., 1999). Dentro dessa 

faixa de concentração, o organismo é capaz de desenvolver adequadamente as funções 

que dependem deste elemento, mas quando o nível de concentração é muito alto são 

produzidos efeitos tóxicos que causam doenças e até mesmo a morte do indivíduo. 

Há diversos mecanismos que regulam os níveis ideais de cada elemento e 

controlam a absorção, armazenamento e excreção dos elementos químicos. O organismo 

pode apresentar deficiência ou excesso de um elemento devido à dieta, problemas no 

mecanismo de absorção e provavelmente devido à deficiência do mecanismo 

homeostático gerada por determinadas doenças. As principais funções relativas os 

tecidos epiteliais implicadas neste estudo, serão abordadas nas discussões dos 

resultados, no capítulo 5.  
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Capítulo 2 
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste capítulo é apresentada uma revisão de trabalhos publicados que abordam 

as concentrações de elementos traço presentes em amostras de tecidos humanos, 

sobretudo pele e algumas de suas lesões, analisadas por diferentes técnicas analíticas.  

2.1- Técnicas usadas na detecção de elementos em tecidos humanos 

Os raios X são usados em medicina e biologia desde sua descoberta, em 1895, 

por Wilhelm Conrad Röntgen, e, ainda hoje, é a mais importante ferramenta para o 

diagnóstico e tratamento. Dentre as aplicações na área de pesquisa, há diversas técnicas 

que usam os raios X em análises de tecidos humanos. Algumas das principais são: o 

espalhamento Compton (SPELLER et al., 1999), a difração (SPELLER et al., 1991), a 

transmissão, o contraste de fase, o espalhamento a baixos ângulos (SAXS) (HILLER et 

al., 2006, SVERGUN et al., 2003), e a fluorescência de raios X (XRF) (POTTS et al., 

2005 e 2006). Todas elas se valem dos efeitos das interações dos raios X com as 

amostras de forma a obter informações sobre sua estrutura e composição. O principal 

objetivo dessas aplicações tem sido desenvolver novas modalidades de diagnóstico 

assim como melhor entender processos envolvidos na evolução e tratamento de 

doenças.  

Alguns resultados provenientes de outras técnicas aplicadas à caracterização de 

tecidos humanos são citados como referências. Dentre elas têm-se a análise por ativação 

por nêutrons (GARG et al., 1994, NG et al., 1997), espectrometria de absorção atômica 

(ISBIR et al., 1995, JIN et al., 1999) e (SANTOLIQUIDO et al., 1976) e emissão de 

raios X induzido por prótons (PIXE) (JOAHANSSON et al., 1987), (KWIATEK et 

al., 1996, REDDY et al., 2002). 

A técnica fluorescência de raios X por reflexão total (TXRF- total reflection X-

ray fluorescence) foi escolhida para ser usada na tese, em conjunto com a radiação 

síncrotron, adequadas às características dos tecidos epiteliais, em especial, às pequenas 

massas disponíveis (AIGINGER et al., 1974 e 1975, WOBRAUSCHEK  et al., 1994, 

STRELI et al., 2000, POTTS et al., 2005). A análise por TRXF é um método especial 

de análise por fluorescência de raios X por dispersão em energia (EDXRF- energy 
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dispersive X-ray fluorescence), mas, que estende esta última ao nível de elementos ultra 

traço, ou seja, concentrações abaixo de 1 µg.g-1. O limite de detecção depende da 

quantidade de amostra excitada, na faixa de picogramas a fentogramas, dentro da qual 

se insere uma quantidade conhecida de um elemento que é usado como padrão interno. 

Assim é possível analisar massas muito pequenas (STRELI et al., 2006). 

O surgimento da técnica TXRF permitiu um grande avanço às pesquisas em 

elementos e tem como vantagens: 

a- a significativa redução da radiação de fundo devido ao espalhamento do 

suporte da amostra, como um refletor de Lucite, por exemplo, já que ao se refletir 

totalmente, não há penetração do feixe incidente; 

b- o sinal de fluorescência dobra já que a amostra é excitada tanto pelo feixe 

incidente na sua entrada quanto pelo refletido, na sua saída; 

c- o detector pode ser colocado bem próximo à amostra e, assim, aumentar a 

eficiência de detecção devido ao maior ângulo sólido para detecção da fluorescência 

(GRIEKEN et al., 2002). 

Outro avanço que impulsionou a técnica TXRF foi a utilização de radiação ou 

luz síncrotron (LEWIS et al., 1997, SUORTTI et al., 2003, STRELI et al., 2005 e 

2008), gerada por aceleradores de partícula que vêm sendo construídos em todo mundo 

voltados também para promissoras aplicações na área biomédica (SUN et al., 2009). 

Dentre as vantagens do uso da radiação síncrotron há a alta intensidade e estabilidade do 

feixe e o fato de que esse maior brilho que permite selecionar e ajustar feixes de fótons 

monocromáticos com uma largura de banda de energia bem mais estreita. Devido a essa 

alta intensidade é possível analisar amostras pequenas em um tempo relativamente 

curto. As características dessa radiação constituem enormes avanços para diversas 

aplicações biomédicas. 

2.2- Elementos traço em tecidos humanos 

Diversos trabalhos têm sido realizados através de técnicas que utilizam radiações 

na análise de amostras biológicas tentando elucidar quais elementos são relevantes, ou 

se são encontrados em concentrações mais altas ou mais baixas em tecidos com 

patologias quando comparados aos saudáveis (THEODORAKOU et al., 2008). 
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Em todos os trabalhos foi constatada uma associação entre os níveis de certos 

elementos traço em tecidos humanos na incidência de várias doenças. É sabido, por 

exemplo, que a concentração de alguns elementos traço em tecidos cancerosos é 

diferente daquela encontrada em tecidos saudáveis (ALBERT et al., 1994).  

Diversos pesquisadores abordaram tecidos humanos por meio de técnicas de 

excitação da amostras induzindo a fluorescência, dentre outras técnicas analíticas. 

Em novembro de 1994, KWIATEK et al. (1996) iniciou estudos preliminares 

sobre câncer renal buscando diferenças nas concentrações de elementos traço entre o 

tecido normal e canceroso por meio da técnica SRIXE (synchrotron radiation induced 

X-ray emission) com feixe branco. Foi verificado que as concentrações de Cd, Cr, Ti, V, 

Cu, Se, Zn são mais baixas no câncer. O inverso foi observado para o Fe. 

MARQUES et al. (2004) traçou o perfil elementar de dentes de pacientes com 

insuficiência renal por meio da técnica SRXRF, analisando a influência do tratamento 

de diálise ao longo do tempo. As concentrações elementares de Ti, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, 

Zn, Se, Br, Rb Sr e Pb em partes diferentes dos dentes dos pacientes são correlacionados 

com os valores de pessoas saudáveis. Foram encontrados níveis bem mais elevados de 

Pb na pulpa nos pacientes do que em indivíduos saudáveis. As concentrações de Mn, 

Fe, Cu e Se eram equivalentes entre os dois grupos, enquanto que as concentrações de 

Ti, Co, Ni, Se, Br e Rb foram muito baixas em pacientes submetidos a longos períodos 

de tratamento. 

Amostras de tecidos benignos e malignos do pulmão foram analisadas pelas 

técnicas PIXE e TXRF (KUBALA-KUKUS et al., 1999). As concentrações de P, S, K, 

Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Sr, Pb e Hg foram determinadas em amostras de 

carcinoma e tumor benigno de 65 e 5 pacientes, respectivamente. Verificou-se aumento 

nos níveis de alguns elementos em tecidos cancerosos de mulheres em comparação com 

os homens, isto é, apresentou níveis de Ti, Cr e Mn mais altos e, ao mesmo tempo, as 

concentrações de Sr e Pb declinaram na população feminina. 

CARVALHO et al. (2001) comparou tecidos humanos saudáveis e com 

neoplasias, incluindo amostras de fígado, com ajuda das técnicas SRIXE, EDXRF, 

PIXE, e obteve resultados muito próximos. 
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A patogênese do câncer de próstata foi investigada com auxílio das técnicas 

complementares SRIXE e XANES com o intuito de entender o papel de elementos traço 

no stress oxidativo e ajudar a compreender o papel de estado de oxidação do Fe 

subjacente à oncogênese (KWIATEK et al., 2005). Mais recentemente, LEITÃO et al. 

(2007) utilizaram a técnica SRTXRF para analisar as concentrações de P, S, Cl, K, Ca, 

Fe, Cu, Zn, Br, Rb em amostras de 45 pacientes de 40 a 85 anos. 

Amostras de intestino foram analisadas por TXRF na determinação de Fe, Se, 

Zn e Cu em tecido canceroso e pólipo colorretal por KUCHARZEWSKI et al. (2003a 

e 2003b) avaliando a relação entre os níveis de elementos traço, a localização de 

neoplasias e o estágio de seu desenvolvimento. As concentrações destes oligoelementos 

foram examinadas em 67 pacientes com câncer colorretal e em 42 pacientes com 

pólipos do cólon e do reto.  

KUCHARZEWSKI et al. (2003c) investigaram, usando a técnica de TXRF, 

diferenças entre as concentrações de Cu, Zn e Se no sangue e tecido tireoidiano de 

pacientes com diferentes distúrbios da tireóide. As concentraçõe de Zn e Se em câncer 

de tiróide foram significativamente menores que em pacientes saudáveis. Além disso, as 

proporções médias de Cu/Zn e Cu/Se no câncer de tiróide foram significativamente 

mais elevados do que nos pacientes com outras doenças de tiróide. 

MAJEWSKA et al. (2007) determinaram as concentrações de Fe, Cu, Zn e Se 

em tecidos cancerosos e benignos de mama, pulmão e no intestino (cólon) e 

compararam-nas entre tecidos cancerosos e benignos do mesmo órgão, também entre 

tecidos cancerosos e benignos provenientes de diferentes órgãos. Comparando tecidos 

benignos e com os malignos, diferenças significativas foram encontradas entre as 

distribuições das concentrações de Fe e Se na mama, bem como para o Cu e Zn, no caso 

dos tecidos pulmonares e, para tecidos do cólon, o Zn. As concentrações de Fe e Cu 

foram estatisticamente diferentes nos tecidos pulmonares do câncer de cólon. Para 

tecidos benignos do pulmão e cólon foi encontrada alteração significativa somente para 

o Zn. 

Amostras de tecidos de mama normal e com neoplasia foram estudados por 

RIZK et al. (1984) em 25 pacientes submetidos a mastectomia. Foram analisados os 

níveis de Ca, V, Cu, Zn, Fe, Cr, Mn, Ni, Se, Mo, Br, Rb, Sr, Hg, As e Pb. KIDANE et 

al. (1999) analisaram 100 amostras de tecido mamário. CASTRO et al. (2004) analisou 
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as propriedades de dispersão de diferentes tecidos humanos, incluindo mama, de acordo 

com as classificações histológicas. Foram medidas as assinaturas do espalhamento 

coerente de tecidos saudáveis e neoplásicos de mama, útero e rins através da radiação 

síncrotron na linha XRD2 do LNLS. 

No sangue, CANELLAS et al. (2006) aplicaram a técnica SRTXRF para 

analisar soro de pacientes com leucemia mielóide para determinar as concentrações dos 

elementos P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br e Rb. Observaram que a presença 

dos elementos P, S, Ca, Cr, Mn, Fe, Cu e Rb elementos diferiram significativamente 

entre grupos de indivíduos saudáveis e pacientes com a doença. Através da técnica 

TXRF, MARTINEZ et al. (2004) determinaram as concentrações de S, Ca, Cu, Zn, Rb 

e Pb em amostras de sangue de indivíduos da zona metropolitana do vale do México. As 

concentrações de K e Br foram altas possivelmente devido a hábitos alimentares e 

fatores geográficos ou ambientais. KHUDER et al. (2012) utilizaram a técnica EDXRF 

para determinar os níveis de S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br, e Rb no sangue de pacientes 

com leucemia e voluntários saudáveis e mostrou que a concentração média dos 

elementos estudados foi significativamente mais baixa em pacientes com leucemia que 

nas amostra de controle. 

CARVALHO et al. (1998), através da técnica EDXRF, analisaram amostras de 

tecido humano de cadáveres (cabelo, fígado, osso e rim) coletados logo após a morte 

clínica e os elementos Mn, Fe, Cu, Zn, Sr, As, Rb e Pb foram relacionados. No cabelo, 

houve uma significativa diferença na concentração de Zn entre homens e mulheres. Para 

as amostras de osso, Zn, Sr e Pb apresentaram correlação com a idade. Descobriu-se 

uma correlação positiva entre Fe e Pb e negativa entre Zn e Pb em amostras de fígado. 

Para as amostras de rim, constatou-se forte correlação positiva entre Zn e Fe e entre Cu 

e Zn enquanto que uma correlação fraca entre Rb e Pb. 

CASTRO et al. (2005) utilizaram a distribuição angular de espalhamento 

coerente para feterminar as propriedades de dispersão em diferentes tecidos. Foram 

levantadas as assinaturas de espalhamento coerente de tecidos saudáveis e com 

neoplasias de mama, útero e rins utilizando radiação síncrotron no LNLS. 

KWIATEK et al. (1996, 2002) determinaram e compararam as concentrações 

de elementos em tecidos renais, com e sem neoplasias, utilizando a técnica de emissão 

de raios X induzida por radiação síncrotron SRIXE (synchrotron radiation-induced X-
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ray emission) com feixe branco. Imagens de escaneamentos bidimensionais são 

apresentados para ilustrar as diferenças entre tecidos perfundidos e não-perfundidos. 

Esse estudo avaliou que as concentrações de Cd, Cr, Ti, V, Cu, Se e Zn são mais baixas 

nas amostras com câncer que nas sadias com indícios de que o Cd é acumulado nas 

células, e não no sangue, mas, para o Fe, o contrário. 

2.3- Elementos traço em pele normal e com lesões 

As informações sobre concentrações elementares em tecidos epiteliais normais 

ou com lesão são escassas e, no caso das lesões estudadas, praticamente inexistentes. 

Para essas lesões não há artigos publicados que analisem as concentrações elementares 

por meio da técnica de SRTXRF. Há poucos valores apresentados em artigos científicos 

obtidos por outros métodos e que diferem muito uns dos outros. A obtenção de valores 

precisos pode ser útil já que tem sido notado que alterações na concentração de alguns 

elementos estão freqüentemente associadas a diversas lesões, e elementos traço 

desempenham um papel crucial junto a um grande número de enzimas envolvidas na 

evolução das doenças e seu tratamento. 

O primeiro estudo da composição da pele foi publicado por BROWN et al. 

(1927) que analisaram amostras retiradas de cadáveres onde as amostras eram 

calcinadas e as concentrações dos elementos constituintes eram determinados por meio 

de processos químicos. 

MOLOKIA et al. (1969) utilizaram a técnica nuclear de ativação por nêutrons 

para determinar os níveis de Zn em 36 amostras de pele normal proveniente de 

cadáveres e sugeriram que este elemento desempenha um papel importante no 

metabolismo da pele humana. 

MOLIN  et al. (1973a) determinaram as concentrações de Co, Zn e Cu em pele 

normal e com psoríase, e, repetiram o estudo para o Fe (MOLIN  et al. , 1973b). 

GORODETSKY, R. et al. (1986), usando a técnica de emissão de raios X 

induzida por radiação síncrotron in vivo DXS (diagnostic X-ray spectrometry in vivo), 

estudaram amostras de 45 pacientes com lesões de pele e compararam 26 amostras 

sadias de controle. Encontraram diferenças nas concentrações de Zn, Cu e Fe entre pele 

normal e lesões dos tipos dermatite solar, ceratose solar, carcinomas baso-celulares, 

melanoma, nevos pigmentados e lesões não malignas induzidas pela luz solar. Foi 
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detectado que as concentrações de Fe e Zn eram elevadas para lesões não malignas 

induzidas pela luz solar. Nas lesões malignas, nevos pigmentados, dermatite solar e 

ceratoses as concentrações de Fe e Cu eram também elevados, mas a média era menor 

do que as não malignas. As concentrações de Fe, Cu e Zn nos melanomas revelaram-se 

aumentadas se comparadas às amostras de controle de tecidos sadios.  

SHESKIN et al. (1981a) usando também DXS avaliou as concentrações de Zn, 

Cu e Fe em pele de pacientes com prurigo antes e depois de tratamento com talidomida. 

Verificaram que antes do tratamento as lesões maiores possuíam níveis 

significativamente mais altos de Zn e Fe que as lesões menores. Sob tratamento, as 

concentrações desses elementos voltaram aos níveis normais, já os níveis de Cu não se 

alteraram.  

MICHELSON  et al. (1980), retiraram biópsias tangenciais de pele delgada de 

40 sujeitos sadios e analisaram sua composição através da espectroscopia de absorção 

atômica (AAS- atomic absortion spectroscopy) determinaram a concentração média de 

Zn na epiderme em 60 µg/g em amostras secas, e concluíram que essa concentração era 

muito mais alta na camada superior.  

SHESKIN, J. et al. (1981b), na mesma linha, mediram as concentrações de Fe, 

Zn, Cu na pele de pacientes com lepra nos locais das lesões antes e depois de tratamento 

com talidomida, e compararam com os níveis desses elementos na pele de indivíduos 

sadios. Nenhuma alteração significativa foi detectada nos níveis de Cu em tecidos com 

lepra. Os níveis de Zn encontrados estavam significativamente alterados em algumas 

lesões, mas sem apresentar um padrão. Em contraste com a rápida melhora clínica 

devido ao tratamento, os níveis de Fe continuaram os mesmos após longo período. 

KURZ et al. (1987) estudaram o perfil das concentrações elementares em 

diversos estágios de tecido de pele com psoríase. As concentrações de P, K e Zn eram 

significativamente mais altas em comparação com os tecidos sadios. As concentrações 

de Fe eram menores em placas de psoríase mais antigas. As concentrações de Cl na 

epiderme permaneceram inalteradas. 

WERNER-LINDLE et al. (1998), usando as técnicas PIXE  (próton induced  

X-ray emission) e XRMA (X-ray microanalysis, em microscópio eletrônico), 

compararam as concentrações de Zn, Ca e Fe entre seções transversais congeladas de 

amostras pele normal e com psoríase e também pesquisaram suas distribuições. 
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Relataram anormalidades nos tecidos lesionados tanto na distribuição quanto nos níveis 

desses elementos, relatados muito mais altos. 

Entretanto, embora haja diversos trabalhos sobre a composição de tecidos 

epiteliais, há poucos dados publicados sobre a composição de lesão de pele do tipo 

ceratose seborrêica, sobretudo utilizando técnicas de fluorescência, em especial a 

SRTXRF. Quanto aos outros tipos de lesões estudadas, pólipo fibroepitelial, dermatose 

papulosa nigra e hemangioma rubi, dados de suas composições são inexistentes. 
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Capítulo 3 

FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

3.1- Estrutura da pele 

A pele é um órgão externo que reveste o organismo humano e provê proteção às 

estruturas internas contra agressões exógenas.  

Em anatomia, é um órgão integrante do sistema tegumentar, juntamente com o 

cabelo e pelos, unhas, glândulas sudoríparas e sebáceas, que atuam na proteção dos 

tecidos subjacentes, regulação da temperatura somática, reserva de nutrientes e ainda 

contem terminações nervosas sensitivas. 

A pele constitui o maior órgão do corpo humano e representa aproximadamente 

16% do peso corpóreo, com variações estruturais ao longo de sua extensão. É composta 

por três camadas interdependentes: a epiderme, a mais externa, a derme, intermediária; 

e a hipoderme ou panículo adiposo, que permite que a pele se movimente livremente 

sobre as estruturas mais profundas do corpo. 

 
Figura 3.1- Estrutura da pele 

A pele desempenha diversas funções no organismo humano, como nos sistemas 

imunológico e sensorial, e também na proteção contra exógenos, excreção, 
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termorregulação, hemoregulação, metabolização, secreção e renovação dos tecidos de 

revestimento. 

Uma descrição mais completa dessas funções da pele assim como outras 

informações detalhadas sobre sua estrutura, patologias mais comuns, dentre outras, são 

apresentadas no Apêndice B. 

3.2- Lesões de pele estudadas na tese 

3.2.1- Ceratose seborrêica 

É a lesão dermatológica benigna mais frequente na população branca, e cujo 

tratamento envolve sua retirada por processo cirúrgico, o que, muitas vezes, resulta em 

grandes cicatrizes. Trata-se de um crescimento não-canceroso benigno da pele que se 

origina a partir dos queratinócitos que são células diferenciadas do tecido epitelial e 

invaginações da epiderme para a derme, como os cabelos e unhas, responsáveis pela 

síntese da queratina. A figura 3.2 mostra algumas formas de manifestação da lesão. 

(disponível em www.dermatologia.net, 2012). 

 
Figura 3.2- Ceratose seborrêica. 

A incidência da ceratose seborrêica ocorre principalmente no tronco, face e 

membros, e tem aparência de placas verrugosas coladas na epiderme com cores 
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variando de amarelo escuro ao negro. Suas dimensões normalmente variam de 1 a 50 

mm de diâmetro. Algumas vezes surgem dezenas de grandes lesões que podem cobrir 

áreas extensas. Pode ocorrer sangramento, inchaço, exsudação, inflamações em 

consequência de traumas e, mais raramente, infecção secundária, tornando as lesões 

eritematosas, crostosas e doloridas. 

Quando surgem subitamente múltiplas lesões de forma eruptiva, pode haver 

relação com tumores malignos internos. Esta manifestação característica constitui o 

sinal de Leser-Trelart, considerado manifestação paraneoplásica podendo estar 

associado adenocarcinomas gástricos ou de cólon, carcinomas de mama e linfomas. Este 

sinal seria consequência de secreção de fatores de crescimento epitelial pelo tumor. As 

ceratoses seborrêicas devem ser tratadas se apresentarem crescimento perceptível, se 

estiverem localizadas em áreas de atrito com as roupas ou acessórios, quando podem 

ferir e inflamar, ou, por motivos estéticos, já que são lesões escuras e que podem ter 

aspecto desagradável. 

O tratamento vai depender do diagnóstico, tamanho e quantidade de lesões, e 

pode ser feito através do uso de substâncias químicas (cauterização) química, ou 

congelamento com nitrogênio líquido ou criocirurgia, ou mesmo cirurgia, dentre outras 

opções. Quanto mais cedo for feito o diagnóstico e, consequentemente, menores forem 

as lesões, mais fácil será o tratamento.  

3.2.2- Pólipo fibroepitelial 

Também chamado de acrocórdon, é o mais comum dentre os tumores fibrosos. 

São pólipos macios da cor da pele ou bronzeados que ocorrem frequentemente nas áreas 

intertriginosas e que aumentam de tamanho e de número ao longo do tempo. A figura 

3.3 mostra imagens da lesão (disponível em www.dermatologia.net, 2012). 

Apresentam-se na forma de pápulas filiformes de 1 a 5 mm de tamanho, da cor 

da pele ou castanho avermelhada ou castanho escura, localizadas principalmente no 

pescoço, pálpebras, porção superior do tronco e axilas, podendo ocorrer em pequeno ou 

grande número. 

Os pólipos fibroepiteliais, um quadro frequente que geralmente surge na meia 

idade, são mais comuns nas pessoas idosas, nas mulheres, especialmente durante a 

gravidez, e nos doentes obesos.  
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Embora assintomáticos, podem se tornar incômodos e dolorosos após um 

traumatismo como fricção ou torção. Quando há torção do pedúnculo geralmente ocorre 

necrose, quando podem adquirir coloração escura. Eles são lesões benignas e só 

requerem tratamento no caso de existirem sintomas ou por motivos cosméticos. 

 
Figura 3.3- Pólipo Fibroepitelial 

A histopatologia revela epiderme normal recobrindo o centro fibroso-vascular 

constituído por colágeno frouxo ou denso e com vasos centrais dilatados. A diagnose é 

clínica e apenas excepcionalmente se recorre a histopatologia. 

Na diagnose diferencial eventualmente podem ser consideradas as lesões 

papulosas da síndrome de Birt-Hogg-Dube, da síndrome de Cowden, angiofibromas, 

nevos celulares e ceratoses seborrêicas, podem ser facilmente diferenciadas através de 

exame histopatológico. O tratamento consiste na eletrodissecação das lesões, exérese ou 

criocirurgia com nitrogênio líquido. 

3.2.3- Hemangioma rubi  

Também chamados de hemangiomas senis, angiomas senis, angiomas rubi ou 

manchas de Campbell de Morgan, são tumores vasculares benignos bastante frequentes 

na população. Seu surgimento costuma ser imperceptível, pois se localizam, geralmente, 

em locais de difícil visualização como dorso ou couro cabeludo. A figura 3.4 mostra 

imagens da lesão (disponível em www.dermatologia.net, 2012). 
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Figura 3.4- Hemangioma rubi 

Embora não haja dados precisos quanto à sua prevalência, em um estudo 

realizado na Austrália a frequência foi de aproximadamente 55%. As lesões costumam 

surgir na idade adulta e aumentar em tamanho e número, além de se modificarem com o 

envelhecimento. Constitui uma das principais dermatoses do idoso, juntamente com 

lesões de ceratose seborrêica. 

Clinicamente, podem surgir na pele com aspecto semelhante à petéquias, 

maculares ou planas. Com o tempo, apresentam-se como pápulas esféricas de cor 

violácea ou vermelha brilhante e não são compressíveis à vitropressão. Medem, em 

geral, de 1 a 5 mm, são assintomáticas e são encontradas mais frequentemente no tronco 

mas podem ser encontradas em qualquer parte do corpo, incluindo o couro cabeludo. 

O hemangioma rubi, ao exame histopatológico, apresenta-se como proliferações 

vasculares do tipo capilar ou vênula pós-capilar, compostas de uma camada de células 

endoteliais sob epiderme normal. 

Apesar de sua alta prevalência, pouco se sabe sobre a patogênese dessas lesões. 

Alguns trabalhos relatam o surgimento de erupções desse tipo após exposição 

prolongada a substâncias com componentes a base de brometos, gás mostarda, alguns 

tipos de solvente, como o 2-butoxietanol, e após tratamento de vitiligo com mostarda 

nitrogenada. A influência hormonal também foi sugerida em trabalho com gestantes que 

desenvolveram hemangiomas rubi e em pacientes com diabete melito, nos quais as 

lesões são mais numerosas e volumosas (BURNS et al. 2010). 

Embora reconhecidas como lesões benignas, em algumas situações os 

hemangiomas rubi podem ser marcadores de doenças graves. Muitos trabalhos têm 

apresentado a associação dessa doença com doenças sistêmicas e, inclusive, mostrado o 
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valor investigatório destas lesões, uma vez que podem levar ao diagnóstico de outras 

enfermidades. 

Em trabalho apresentado por KOBAYASHI et al. (2000), um paciente com 

sintomas neurológicos inexplicáveis por métodos de imagem teve o diagnóstico de 

linfoma angiotrópico cerebral confirmado através de alterações no exame 

histopatológico de angiomas existentes no tronco. Em uma publicação sobre um homem 

de meia-idade com episódios recorrentes de vertigem, náusea e vômitos e com exames 

de imagem mostrando hemorragia pontina e más formações cavernosas, apresentava 

centenas de lesões tipo hemangioma rubi no corpo (CLATTERBUCK et al. 2002). 

Outra enfermidade, a síndrome POEMS (polyneuropathy organomegaly, 

endocrinopathy monoclonal gammopathy skin changes), que consiste de um distúrbio 

multissistêmico, com polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, elevação de 

anticorpos monoclonais e alterações cutâneas, apresentando lesões características, 

conhecidas como hemangiomas glomerulares. 

A presença de hemangiomas rubi com halos purpúricos ao seu redor pode 

ocorrer em pacientes com amiloidose sistêmica. Outra associação importante é a de 

lesões semelhantes no corpo, principalmente na face e couro cabeludo, em pacientes 

com histórico de carcinoma renal – uma vez que as metástases cutâneas, presentes em 

até 3,4% dos pacientes, podem mimetizar outras dermatoses, representando um estágio 

avançado da doença, pois surgem em fase tardia, já com disseminação sistêmica. O 

manejo dessas lesões depende da localização, quantidade, e presença ou não de 

desconforto pelos pacientes. Em alguns casos é preferível observar a evolução das 

lesões, verificando se há crescimento ou involução espontânea, enquanto em outros as 

lesões podem ser tratadas por motivos estéticos, através de laser, eletrodissecção ou 

excisão em caso de lesões maiores, ou podem ser retiradas para exame histopatológico, 

se houver suspeita de outra patologia. 

Apesar dessas lesões geralmente apresentarem um curso benigno e não serem 

acompanhadas de sintomas, sugere-se que sejam observadas quanto ao possível 

aumento de tamanho, disseminação pelo corpo e presença de outras características 

distintas. Em casos suspeitos, ou nos quais haja modificação da morfologia das lesões, é 

aconselhável que os pacientes procurem um médico dermatologista. 
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3.2.4- Dermatose papulosa nigra 

Trata-se de doença benigna que representa uma forma clínica específica da 

ceratose seborrêica. Pode se manifestar em qualquer pessoa, sendo mais frequente em 

negros e mulatos, e predomina no sexo feminino. Há uma forte componente familiar. A 

figura 3.4 mostra imagens da lesão (disponível em www.dermatologia.net, 2012). 

O surgimento das lesões podem se iniciar ainda na juventude, mas é mais 

comum o aparecimento das primeiras lesões na idade adulta. 

As lesões são pequenas, elevadas, de cor marrom escura ou preta, atingindo 

principalmente a face e pescoço. São assintomáticas e começam formando pequeninos 

pontos, do tamanho de uma cabeça de alfinete que crescem progressivamente até cerca 

de 2 a 5 milímetros de diâmetro. Podem se unir formando placas maiores. 

 

Figura 3.5- Dermatose papulosa nigra. 

Novas lesões vão se formando ao longo da vida e, em alguns casos, atinge um 

grande número, o que provoca considerável prejuízo estético, devido ao aspecto 

resultante de pele manchada e cicatrizes no caso de excisão. O quadro histopatológico é 

idêntico ao da ceratose seborrêica, apenas com grande quantidade de melanina, e, em 

geral, não há pseudocistos córneos. O tratamento inclui extração cirúrgica e crioterapia. 

No apêndice A são apresentados mais detalhes sobre as funções e algumas 

patologias comuns da pele humana. 

3.3- A luz síncrotron e a técnica TXRF 

A luz ou radiação síncrotron, de natureza eletromagnética, é emitida quando 

partículas carregadas com velocidades relativísticas sofrem aceleração radial. Sua 
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utilização permite alcançar limites de detecção mais baixos do que quando se utiliza um 

tubo raios X de alta potência (KLOCKENKAMPER, 1996b ). 

Algumas propriedades da radiação síncrotron convenientes para usos da TXRF: 

1. forma contínua na faixa de energias do infravermelho aos raios X; 

2. alta intensidade; 

3. alto grau de colimação; 

4. polarização linear no plano de órbita; 

5. polarização elíptica ou circular acima e abaixo do plano da órbita para a 

radiação magnética da curva; 

6. tamanho da fonte é pequeno e determinado pelo feixe de elétrons; 

7. estrutura de tempo bem definida; 

8. características quantitativas conhecidas; 

9. alta estabilidade de intensidade e posição de fonte. 

A técnica de fluorescência de raios X por reflexão total com radiação síncrotron 

(SRTXRF) permite investigar pequenas quantidades de tecidos, ou seja, massas da 

ordem de décimos de mg. Algumas das amostras de pele sadia da tese, de controle, 

tinham massas em torno de 1mg. Entre outras vantagens há a diminuição do 

background, dupla excitação da amostra pelos feixes primário e refletido, pequena 

distância amostra-detector resultando em um ângulo sólido grande, baixos limites de 

detecção, etc (ANJOS, 2000b). A figura 3.6 mostra um esboço da técnica. 

 
Figura 3.6- Esquema da técnica SRTXRF 

A reflexão total ocorre num campo não homogêneo de ondas estacionárias. A 

intensidade da radiação na fluorescência de raios X por reflexão total está relacionada 
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ao fenômeno de interferência e formação de ondas estacionárias na superfície do 

refletor. Os átomos do material ao interagirem neste campo, são excitados e produzem 

fluorescência de raios X com uma probabilidade proporcional à intensidade do campo 

de ondas estacionárias. Nesta região, há formação de ondas estacionárias com nodos e 

anti-nodos a partir do fenômeno de interferência. A intensidade dos nodos é zero e dos 

anti-nodos é aproximadamente 4 vezes a intensidade do feixe incidente, e, ambos 

possuem um comprimento de onda da ordem de 10 nm. 

Assim, se na superfície do refletor for depositada uma fina camada de um 

material para análise, o feixe incidente pode penetrar na amostra e sofrer reflexão total 

na interface amostra/refletor, desde que o ângulo de incidência seja menor do que o 

ângulo crítico. Neste caso, ondas estacionárias serão produzidas na superfície da 

amostra, dentro da amostra e na interface amostra/refletor e novamente nodos e anti-

nodos serão formados.  

O LNLS tem como objetivo fomentar o desenvolvimento científico e 

tecnológico, e coloca ao alcance dos pesquisadores do Brasil e do exterior uma moderna 

infraestrutura para utilização da luz síncrotron em diversas áreas. Nele existem estações 

experimentais que recebem fótons de radiação ultravioleta, raios X moles (até 15 keV), 

e raios X duros (faixa de 15 a 23 keV). Periodicamente, cientistas de todo mundo 

submetem propostas de pesquisa para utilizarem os recursos concentrados no LNLS. 

No apêndice B são abordados mais detalhadamente assuntos relativos à 

espectrometria por fluorescência de raios X por reflexão total usando luz síncrotron, 

incluindo o desenvolvimento da análise quantitativa, assim como as principais 

características dos equipamentos que compõem a linha de luz síncrotron utilizada. 
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Capítulo 4 
MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste capítulo são apresentados os processos envolvidos na obtenção dos dados 

experimentais, tais como a coleta das amostras dos pacientes envolvidos na pesquisa, a 

descrição da preparação das amostras para análise, bem como também as características 

da instrumentação da linha de fluorescência de raios X (XRF) do LNLS. 

4.1- Coleta das amostras 

Foi analisado um total de 64 amostras pareadas de pele sadia e com lesão 

coletadas, cada par obtido de um mesmo paciente. Ambos os sexos foram avaliados, e 

suas idades variaram entre 20 e 89 anos, e as amostras aproveitadas foram daqueles que 

relataram não terem feito uso recente de medicamentos ou cosméticos tópicos nas áreas 

das lesões, com exceção de apenas um paciente. Em dois pacientes foram retirados mais 

de um par de amostras como relatado adiante na apresentação dos resultados relativos à 

lesão pólipo fibroepitelial. Todas as extrações de tecidos nos pacientes foram realizadas 

pela mesma médica assessorada por duas enfermeiras treinadas para garantir o 

cumprimento das exigências éticas da pesquisa e para que se evitasse contaminação nas 

amostras.  

Todos os instrumentos que entraram em contato com as amostras foram lavados 

com solução de HNO3 a 10% e enxaguados com água ultrapura. Após a extração, as 

amostras de tecido saudável e com lesão foram lavadas com água ultra pura Milli-Q de 

18,2MΩ e acondicionados em tubos diferentes para que, posteriormente, as suas 

composições pudessem ser analisadas e comparadas. Os tubos estéreis e selados 

contendo as amostras foram armazenados a temperaturas inferiores a −−−− 5 °C. 

A etapa seguinte foi submeter as amostras, ao mesmo tempo, mas em dois lotes, 

ao processo de liofilização em ambiente livre de contaminação de forma a reproduzir as 

condições de secagem. As massas das amostras liofilizadas variaram de 0,9±0,1 e 

18,4±0,1 mg. As menores quantidades estão relacionadas às amostras de controle, ou 

seja, as de tecidos sadios. 
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4.2- Preparação das amostras 

A análise da composição elementar por meio da técnica SRTXRF requer que as 

amostras de tecidos liofilizados estejam na forma de um filme fino depositadas sobre 

uma superfície com propriedades favoráveis à reflexão total do feixe colimado de luz 

síncrotron. Por esse motivo foi necessário submetê-las ao processo de digestão ácida. 

Para tal, foi adicionado ácido nítrico (HNO3) Suprapur a 65% aos tubos das amostras na 

razão aproximada de 7:1 em massa e levados a estufa a 60 °C até que a digestão tenha 

se completado. 

Após a digestão, as amostras foram imediatamente diluídas em água Milli-Q 

para que se obtivesse 50, 100, 150 ou 500 µg, dependendo das suas massas iniciais e 

focando em obter soluções com o mesmo grau de diluição. A homogeneização foi feita 

por um agitador magnético automático. 

Em seguida, alíquotas de uma solução padrão de gálio foram adicionadas de 

forma a se obter uma concentração final de aproximadamente 2,0 µg.g-1 em cada 

amostra diluída, valor escolhido como referência baseado na mesma ordem de 

magnitude da concentração de Zn na pele humana (KURZ et al., 1987 e 

GOOLAMALI et al., 1973). 

Com o objetivo de se obter um filme fino sobre o refletor, um volume de 5 µL 

de cada solução, ou seja, que contém as amostras digeridas com ácido, diluídas em água 

e com o padrão de Ga já inserido, foi depositado sobre o centro da superfície de um 

refletor constituído de placa retangular polida constituída de resina acrílica de com 

dimensões de 30x20x2 mm3. Todos os refletores do experimento foram secados em 

estufa a 60oC e acondicionados em porta-amostra selado individual para isolá-los do 

meio externo e evitar contaminações acidentais.  

Cada amostra foi avaliada em triplicata. Os valores das concentrações em cada 

amostra obtidos na tese são, portanto, a média dessas triplicatas. 

Optou-se por não se utilizar pipetas para medidas de volumes de ácido, água e 

soluções, mesmo aquelas mais precisas com divisões de 0,1 µL. Isto porque foi 

verificado que volumes pipeta da ordem de 5,0 µL de água acusavam variações da 

ordem de até 22% quando checados pela balança de precisão. Em substituição às pipetas 

foi utilizada uma balança da marca Sartorius com precisão de 0,1 mg pertencente ao 
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Laboratório de Química de Apoio ao usuário do LNLS. Portanto, a balança de precisão 

foi utilizada em todas as medições em substituição às de volume, mas considerando-se 

as massas específicas das substâncias envolvidas. 

O levantamento da composição do branco, denominação que se dá à composição 

elementar de todas as substâncias que entram em contato com a amostra, com exceção 

da própria amostra, ou seja, do refletor, da água e do ácido nítrico, foi realizado 

seguindo-se exatamente os mesmos procedimentos usados na preparação das amostras 

de tecidos. 

Os refletores contendo os brancos foram preparados de acordo com a faixa de 

massa das amostras de modo a reproduzir fielmente o experimento. A tabela 4.1 mostra 

os valores aproximados adicionados às amostras. 

Tabela 4.1- Parâmetros utilizados na composição dos brancos do experimento. 

Branco Massas 
(mg) 

Água/amostra 
(mg) 

HNO3 a 10% 
(mg) 

Água 
(mg)  

Ga de 10 µg.g-1 
(mg) 

Br-4 0,9 1,0 4,0 15,0 4,0 

Br-7 1,0 a 1,9 2,0 7,0 30,0 8,0 

Br-28 2,0 a 7,0 4,0 28,0 120,0 32,0 

Br-80 8,8 a 15,4 15,0 80,0 300,0 80,0 

Br-140 18,0 30,0 200,0 600,0 160,0 

Os brancos do experimento foram preparados da mesma forma que as amostras, 

mas, para cada solução foram confeccionados cinco refletores. 

4.3- Arranjo experimental 

A figura 4.1 mostra a foto do experimento onde um refletor de Lucite contendo a 

amostra é posicionado entre o feixe de luz síncrotron e o detector HPGe no LNLS. 

Os espectros de fluorescência foram obtidos em um tempo de 100 s fazendo 

incidir sobre os refletores com as amostras um feixe branco com intervalo de energia 

entre 4 a 20 keV. Foi utilizado um detector HPGe com uma resolução de 140eV a 5,9 

keV e a distância amostra-detector foi de 50 mm. A posição ideal para se obter o melhor 

o espectro possível foi conseguida através da variação do ângulo de incidência do feixe 

em incrementos de 10 µrad e foi ajustado a cerca de 1 mrad, menor do que o ângulo 
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crítico de reflexão total para a interface ar-Lucite. Essa etapa da pesquisa foi realizada 

na linha de luz síncrotron D09B-XRF do LNLS em Campinas (PEREZ et al., 1999). 

Ao escolher um tipo de refletor deve-se observar características tais como 

superfície maciça e plana, ser de material quimicamente inerte e livre de impurezas, a 

disponibilidade/custo e garantir que nenhum pico de fluorescência de raios X originado 

a partir de sua constituição ocorra na faixa de energia de interesse. Por isso optou-se por 

refletores de Lucite em forma de placas finas e retangulares, mostrado na figura 4.1.  

 
Figura 4.1- Porta-amostra da técnica SRTXRF do LNLS. 

A concentração de cada elemento foi determinada em relação ao pico interno de 

gálio inserido nas amostras como referência, e cuja concentração era bem conhecida, 

também se considerando os brancos do experimento e as correções de massa. O teste t 

de Student com nível de significância α = 0,05 foi utilizado para identificar diferenças 

de concentração entre as amostras de controle e de lesão. 

As concentrações obtidas diretamente a partir das medidas experimentais 

correspondiam não somente aos tecidos de pele e lesões, mas às soluções onde elas 

estavam diluídas, resultado do processo de preparação das amostras. Portanto, elas 

representavam a concentração considerando-se todo o conteúdo do tubo que as continha 

incluindo ácido nítrico, água ultrapura e o padrão de Ga. Por isso, também foi 

necessário se fazer a correção em massa de maneira a obter a concentração absoluta de 

cada elemento correspondente somente à massa da amostra liofilizada. 

O sistema de detecção experimental da SRTXRF é mostrado na figura 4.2. Na 

base desse arranjo está representado o porta-amostra, mas, o dispositivo real do LNLS é 

mostrado na figura 4.1. Esse sistema consiste de um mecanismo que permite 

movimentos de elevar ou abaixar a amostra em relação ao feixe de luz síncrotron com 
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uma resolução espacial de 0,5 µm, bem como variar o ângulo de incidência da luz 

síncrotron sobre a amostra em cima do refletor com resolução angular de 

aproximadamente de 10µrad. Este sistema permite ajustar de forma eficiente a posição e 

o ângulo ideais para que aconteçam a reflexão total, a fluorescência resultante e sua 

detecção. O controle deste mecanismo é realizado por motores de passo. O 

posicionamento do feixe sobre a amostra é monitorada por uma câmara CCD cuja 

imagem é mostrada em vídeo. 

 
Figura 4.2- Diagrama do sistema de aquisição de 

espectros da técnica SRTXRF 

O sistema eletrônico de detecção é composto por módulos que consistem, 

basicamente, de um detector de HPGe resfriado à temperatura do nitrogênio a partir do 

qual se obtêm espectros de energia dos fótons provenientes da fluorescência de raios X. 

Em seguida, um computador armazena os espectros para posterior análise. Mais 

especificamente, o programa QXAS da AIEA foi usado para fazer a identificação dos 

picos de fluorescência, identificar o elemento correspondente, ajustar os espectros e 

determinar as contagens líquidas acima do background sob os fotopicos 

(BERNASCONI at al., 1996).  

A tabela 4.2 mostra as características do sistema de detecção utilizado no 

levantamento dos dados. Dentre as possibilidades de escolha da energia do feixe, de 4 a 

20 keV, foi utilizado um feixe branco com energia máxima em torno de 20 keV. 
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Tabela 4.2- Características do sistema de detecção do LNLS 

INSTRUMENTAÇÃO SRTXRF 

Feixe (faixa de energia) Branco (de 4,0 a 20 keV) 

Absorvedor de Al 0,75 mm  

Colimador de Ta 1,0 mm  

Distância amostra-detector 50 mm 

Detector (resolução) HpGe (140 eV à 5,9 keV) 

Altura do feixe 0,2 mm 

Largura do feixe 5,0 mm 

Ângulo de Incidência 1,0 mrad 

Deslocamento angular 10 µrad 

Pressão na câmara 1 atm 

O Lucite foi escolhido por ser um material barato, que se obtém com facilidade 

no mercado e pode ser descartado após o uso. Possui um coeficiente de reflexão de 

aproximadamente 99,8 % e contém apenas hidrogênio, carbono e oxigênio. Esses 

refletores são comprados com as faces recobertas por uma película de proteção contra 

contaminações e arranhões. 

Depois de retiradas as películas protetoras, os refletores foram preparados para 

uso tendo sido lavados em água com detergente, enxaguados, imersos em banho de 

ácido nítrico Suprapur a 10% e novamente enxaguados com água Milli-Q por duas 

vezes. A secagem foi feita em estufa a 50 0C. 

4.4- Curva de sensibilidade 

Na técnica SRTXRF, as amostras devem formar um filme bastante fino sobre o 

refletor e, portanto, os efeitos de auto-absorção são desprezados no cálculo das 

concentrações. Assim, a área sob o pico de fluorescência de raios X é uma relação linear 

entre a concentração do elemento i e a sensibilidade do sistema experimental para esse 

elemento. 

A sensibilidade pode ser determinada usando-se soluções padrão com 

concentrações bem determinadas. É desejável que a solução, contendo esses elementos 

em baixa concentração, na faixa de µg.g-1, emitam os fótons de fluorescência de raios X 

com energias não muito próximas de maneira a para se evitar a sobreposição de picos. 
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Para aprimorar o levantamento da curva de sensibilidade da técnica SRTXRF, 

adiciona-se um elemento que serve como padrão interno à amostra para minimizar 

influências de fatores geométricos, flutuações do sistema de detecção dos raios X da 

fluorescência e de outros possíveis desvios operacionais. O elemento Ga foi usado como 

padrão interno por não fazer parte da composição das amostras analisadas. 

Devido à forte correlação existente entre a sensibilidade de detecção e o número 

atômico dos elementos, é possível se estimá-la para os elementos detectados nas 

amostras, porém não contidos nas soluções padrão de forma a se obter as concentrações 

elementares. Esses resultados são mostrados na tabela 5.1. 

A curva de sensibilidade do sistema SRTXRF para as linhas K foi determinada 

utilizando três soluções padrões com quatro elementos acrescidos do elemento Ga, 

usado como padrão interno. As soluções foram preparadas a partir de soluções 

monoelementares padrão ICP e rastreadas pelo SRM-NIST (Standard Reference 

Materials - National Institute of Standards & Technology). 

Os valores de sensibilidades foram calculados a partir das medidas de 

intensidade da radiação de fluorescência obtidas para cada elemento e suas respectivas 

concentrações. 

Foram preparadas três soluções denominadas mono I, II e III, mostradas, 

respectivamente, nas tabelas 4.3, 4.4 e 4.5. 

Tabela 4.3- Composição da solução mono I 
Elementos Concentrações (µg.g-1) 

Sc 150 
Cr 25 
Ni 8 
Ge 6 
Ga 5 

Tabela 4.4- Composição da solução mono II 
Elementos Concentrações (µg.g-1) 

K 400 
Tl 80 
Fe 10 
Zn 6 
Sr 30 
Ga 50 



 

 
30 

Tabela 4.5- Composição da solução mono III 
Elementos Concentrações (µg.g-1) 

Ca 300 
V 25 

Cu 8 
Rb 6 
Ga 5 

Além dessas três soluções, foram preparadas soluções individuais com os 

elementos P e S: 

a- P: 1000 µL de P com 50µL de Ga, ambas soluções à 1000µg.g-1  

b- S: 1000 µL de S com 50µL de Ga, ambas soluções à 1000µg.g-1 

Todas as soluções foram preparadas de forma a obter concentrações finais de 

todos os elementos, em média, da mesma ordem de grandeza que aquelas encontradas 

nos tecidos analisados. Todas as amostras para a sensibilidade foram medidas em cinco 

repetições. 

4.5- Amostra de referência 

Visando determinar os limites mínimos de detecção dos elementos, verificar a 

qualidade da metodologia no preparo das amostras e avaliar a precisão do sistema 

SRTXRF, foram analisados refletores preparados a partir de 50 mg de uma amostra de 

fígado bovino certificada (NIST 1577b) e cujo preparação se deu exatamente nas 

mesmas condições que as das amostras estudadas, ou seja, ácido adicionado na razão de 

7:1, grau de diluição, etc. Esses resultados são mostrados no item 5.2. 
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Capítulo 5 

APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 

Um dos principais objetivos desta pesquisa foi buscar diferenças entre as 

concentrações de alguns elementos químicos entre amostras de tecidos sadio e com 

lesão. A intenção ao se optar por utilizar amostras de controle e com lesão pertencentes 

ao mesmo paciente era a de minimizar os efeitos de componentes individuais dos 

pacientes tais como, alimentação, idade, uso de remédios ou suplementos alimentares e 

mesmo fatores ambientais. 

As concentrações absolutas foram determinadas com auxílio dos espectros de 

fluorescência obtidos pela técnica SRTXRF. Os valores foram calculados considerando-

se a área sob cada pico de fluorescência, acima da linha de background, correspondente 

à emissão de cada elemento presente na amostra. Posteriormente, os resultados foram 

relacionados à concentração conhecida do padrão interno de Ga, valores os quais foram 

corrigidos pela massa e também se considerando os brancos do experimento. 

Como os resultados dos cálculos eram referentes à concentração do volume total 

no tubo de ensaio que continha a massa da amostra diluída em ácido nítrico, água e o 

padrão de gálio, foi necessário se fazer a correção em massa para se obter concentrações 

absolutas, ou seja, somente na amostra de tecido. 

Todos os valores apresentados são expressos em µg.g-1. Eles representam as 

concentrações absolutas. Os erros e as barras de erro apresentados nas tabelas e gráficos 

representam um intervalo de confiança (IC) de 95%. Esta escolha foi devida ao uso do 

teste t de Student com significância também de 95%. Esses cálculos foram executados 

com as ferramentas de estatística descritiva do programa Excel 2007 da Microsoft 

Office. 

5.1- Cálculo da sensibilidade relativa e a estabilidade do sistema 

No levantamento da sensibilidade relativa (Sr,i) foram utilizadas soluções 

monoelementares para linha de fluorescência K apropriadas à técnica SRTXRF. 

Os valores das sensibilidades relativas foram obtidos a partir da concentração do 

padrão interno de Ga nas amostras padrão, juntamente com a intensidade relativa de 
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cada elemento (I r,i) das soluções monoelementares. Uma vez determinada a Sr,i  para 

cada elemento presente nas soluções padrão fez-se um ajuste de uma curva tornando 

possível determinar os valores de Sr,i  para os demais elementos. 

A análise das amostras foi realizada em duas ocasiões, em maio e em setembro 

de 2010, o que tornou necessário o levantamento da sensibilidade relativa em ambos os 

períodos. A tabela 5.1 mostra as sensibilidades para a linha K dos elementos presentes 

nas soluções padrão, aos quais foram realizados ajustes polinomiais. 

Tabela 5.1- Sensibilidades relativas usadas 
para o ajuste da curva de sensibilidade. 

Elemento SR,i de maio/2010 SR,i de set/2010 
P 0,00045 0,00083 
S 0,00123 0,00219 
K 0,01885 0,01211 
Ca 0,03396 0,02669 
Mn 0,27972 0,28790 
Fe 0,38749 0,33170 
Co 0,50928 0,41706 
Ni 0,64091 0,53740 
Cu 0,71784 0,67922 
Zn 0,80667 0,82378 
Ga 1 1 
Sr 0,22999 0,31224 
Mo 0,05601 0,05811 

A figura 5.1 mostra uma curva da sensibilidade relativa ajustada aos dados 
experimentais.  

 
Figura 5.1- Curva de sensibilidade relativa da técnica SRTXRF 



 

 
33 

Os pontos no gráfico foram obtidos com auxílio de soluções padrão 

monoelementares em setembro de 2010 para o intervalo de números atômicos de 

interesse. A curva de sensibilidade do período anterior foi suprimida por ser muito 

semelhante. A equação do ajuste polinomial à curva de sensibilidade é: 

  Y = 2.10-7 X6 – 4.10-5 X5 + 0,0021 X4 − 0,0603 X3 + 0,919 X2 − 6,952 X + 20   (5.1) 

onde o coeficiente de ajuste é  R2 = 0,989 

5.2- Amostra de referência: precisão e limite mínimo de detecção 

Nas análises a seguir, foram confeccionados seis refletores (N=6) e o tempo de 

acumulação dos espectros foi de 1000 segundos. 

5.2.1- Precisão do sistema SRTXRF 

A precisão do sistema foi obtida após análise de 50 mg de uma amostra 

certificada de fígado bovino, denominada NIST 1577b, preparada exatamente como as 

amostras estudadas. Na tabela 5.2 são apresentados os valores certificados, os obtidos 

experimentalmente e o erro relativo entre esses dois valores. 

Tabela 5.2- Concentrações certificadas de fígado bovino e as obtidas na tese. 
Concentração (µµµµg.g-1) 

Elemento 
Valor certificado Valor medido 

Erro 
relativo 

P (%) 1,10 ± 0,03 1,08 ± 0,16 0,02 

S (%) 0,785 ± 0,006 0,81 ± 0,07 0,03 

K (%) 0,994 ± 0,02 1,01 ± 0,12 0,01 

Ca 116 ± 4 127 ± 58 0,09 

Mn 11 ± 2 9 ± 1 0,18 

Fe 184 ± 15 171 ± 7 0,07 

Cu 160 ± 8 166 ± 6 0,04 

Zn 127 ± 16 139 ± 8 0,09 

Rb 14 ± 1 11 ± 2 0,21 

Os valores obtidos indicam um bom ajuste para a curva de calibração da técnica 

SRTXRF. Os erros relativos foram inferiores a 10% para a maioria dos elementos, com 

exceção do Rb e Mn, não presentes nas amostras, com desvios de 21% e 18 %. 

As análises das amostras de fígado bovino foram realizadas com o objetivo de se 

avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade do sistema de detecção da técnica SRTXRF. 
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O coeficiente de variação (CV=desvio padrão/média) oscilou no intervalo entre 1% e 

14%, considerado satisfatório. 

5.2.2- Limite mínimo de detecção (LMD) 

Os valores dos limites de detecção foram obtidos pela análise das amostras de 

fígado e calculados com base na equação B.37 do apêndice B (STRELI, et al., 2008): 

i

i

N
C

3LMD BN=      (B.37) 

onde:   NB é o background sob o pico de fluorescência do elemento i na amostra, 

Ci é a concentração do elemento i em uma amostra certificada, e  

Ni, é a intensidade da fluorescência relativa ao elemento i na amostra.  

Na tabela 5.3, são apresentados os valores dos limites mínimos de detecção (LMD) 

e, na figura 5.2, a curva correspondente. O tempo de contagem foi de 1000 segundos.  

Tabela 5.3- Limites mínimos 
de detecção do experimento. 
Elemento  LMD ( ng.g-1) 

P 16000 

S 5700 

K 490 

Ca 240 

Mn 56 
Fe 46 
Cu 76 
Zn 65 
Rb 34 

 
Figura 5.2- Limite de detecção em amostras de fígado bovino. 
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Os demais valores de LMD da série K para qualquer elemento podem ser obtidos 

da equação 5.1 ajustada aos pontos do gráfico da figura (5.2): 

LOG(LMD) = 10,436 - 0,565 Z + 0,009 Z2    (5.2) 

onde o coeficiente de ajuste da curva é R2 = 0,93 

5.3- Médias das concentrações elementares 

A figura 5.3 compara dois espectros de amostra pareada obtidos por SRTXRF. 

 
Figura 5.3- Comparação entre espectros de fluorescência de raios X 

5.3.1- Composição média da pele normal dos pacientes doadores 

Foram calculadas as médias das concentrações elementares nas amostras de 

tecidos normais de 60 de um total de 62 pacientes que participaram da pesquisa, sendo 

que dois casos serão apresentados separadamente. Na tabela 5.4 são comparadas aos 

valores obtidos pela técnica PIXE.  

Tabela 5.4- Concentrações obtidas na tese para a pele sadia ± IC=95% 
(N=60) comparadas às obtidas por PIXE (N=9)(*). 

Elementos Concentração (µg.g-1) Concentração (µg.g-1) 
P 3089 ± 1137 12500 ± 4300 
S 9727 ± 2461 11400 ± 900 
K 7085 ± 2114 8900 ± 2200 
Ca 2379 ± 859 --- 
Fe 218 ± 78 240 ± 225 
Cu 9 ± 3 8,3 ± 0,6 
Zn 88 ± 34 77 ± 22 
Rb 16 ± 7 --- 

      (*) (KURZ et al., 1987) 
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Na última coluna da tabela 5.4 constam valores de concentrações obtidos pela 

técnica PIXE (emissão de raios X induzida por prótons) para a pele sem lesões 

realizados por KURZ et al. (1987). A maioria dos resultados das concentrações de pele 

normal encontrados na tese, por meio da SRTXRF, está fora dos intervalos de valores 

descritos na literatura se comparados aos resultados obtidos por outras técnicas 

analíticas tais como ativação com nêutrons (MOLOKIA et al., 1969), espalhamento 

Compton de raios X (SPELLER et al, 1999), DXS (diagnóstico por espectrometria de 

raios X in vivo) (GORODETSKY et al., 1986). Entretanto, em sua maioria, são de 

mesma ordem de grandeza quando a técnica TXRF é utilizada no estudo de lesões de 

pele (THEODORAKOU et al., 2008). Em favor da SRTXRF tem-se a inserção de um 

padrão interno de Ga nas amostras com concentração bem conhecida. 

5.3.2- Composição da pele normal e com ceratose seborrêica 

Nessa análise foram avaliadas 30 amostras pareadas de 30 pacientes. No item 

5.4 é apresentado em separado um caso extra de uso de fármaco sobre a lesão.  

A tabela 5.5 mostra a concentrações dos elementos identificados nas amostras de 

controle e de lesão, onde, nas áreas sombreadas, estão destacadas as concentrações dos 

elementos identificados como significativamente diferentes. 

Tabela 5.5- Concentrações nas amostras de controle e de 
ceratose seborrêica ± IC=95% e N=30 

Elementos Amostras de Controle 
(µg.g-1) 

Amostras de Lesão 
(µg.g-1) 

P 3269 ± 796 3291 ± 723 

S 10686 ± 2.381 9266 ± 1.856 

K 6607 ± 1582 8384 ± 1746 

Ca 2257 ± 404 1531 ± 343 

Fe 239 ± 46 130 ± 26 

Cu 11± 2 6± 2 

Zn 94 ± 15 91 ± 18 

Rb 12 ± 4 15 ± 3 

A análise dos dados por meio do teste t de Student com significância de 0,05 

revelou que apenas os valores médios das concentrações de K, Ca, Fe e Cu entre as 

amostras de controle e de lesão são significativamente diferentes. A figura 5.4 mostra 

uma comparação entre essas concentrações. 
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Figura 5.4- Concentrações significativamente diferentes entre 

pele normal e ceratose seborrêica (p<0,05 e N=30). 

O elemento K, o principal cátion dentro do fluido intracelular, mostrou níveis 

mais elevados em amostras de lesão ceratose seborrêica em relação à pele sadia. Isto 

sugere que a concentração de K no interior das células lesionadas, grandes 

queratinócitos, é mais elevada. Essa é a principal característica dessa doença encontrada 

aqui e que, até então, para esta lesão, ainda não havia sido relatada na literatura. 

Relatos de diferenças nos níveis de K entre tecidos sadios e lesões não são 

frequentes. No caso de câncer de mama sua concentração é apenas levemente 

aumentada. Nos rins, pulmão e cânceres da próstata seus níveis são praticamente os 

mesmos, mas, na cirrose hepática (THEODORAKOU et al., 2008) e, na psoríase, mais 

baixos (KURZ K. et al., 1987, WERNER-LINDLE Y. et al., 1998). 

As concentrações de Ca estimadas aqui são compatíveis com o método XRF na 

literatura (THEODORAKOU et al., 2008). Do mesmo modo, a diminuição de sua 

concentração nas lesões, em relação aos tecidos normais, já havia sido descrita em pele 

psoriática (KURZ K. et al., 1987). O Ca, assim como o equilíbrio entre este íon e o Zn, 

é amplamente reconhecido por desempenhar um papel importante na apoptose, a morte 

celular programada (BARR et al., 1994 e DEMAUREX et al., 2003). 

Os níveis mais elevados de Fe nas amostras de controle podem ser explicados, 

em parte, por sua maior presença porcentual na derme papilar, mais irrigada e com 

maior presença de sangue que tem hemoglobina, rica em Fe. 
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As concentrações de Cu foram menores nas lesões que na pele normal, o que é 

compatível com resultados publicados sobre doenças cutâneas psoríase e lesões 

malignas. O Cu está envolvido na síntese de hemoglobina, melanina, e elastina, e é um 

cofator de enzimas por parte de alguns citocromos na respiração celular. Auxilia na 

síntese de fosfolípido, de metabolismo de proteínas, de oxidação vitamina C e na 

formação de RNA (KURZ K. et al., 1987 e WERNER-LINDLE Y. et al., 1998).  

5.3.3- Composição de pele normal e com pólipo fibroepitelial 

No caso das lesões do tipo pólipo fibroepitelial, as concentrações dos elementos 

identificados como significativamente diferentes foram avaliadas sobre um total de 17 

amostras retiradas de 15 pacientes. Em dois pacientes foram tiradas duas amostras da 

mesma lesão, porém de locais diferentes. No primeiro paciente, cujas amostras foram 

identificadas como 42L e 43L, foram colhidas lesões da axila e pescoço, e, no segundo, 

cujas amostras foram identificadas como 66L1 e 66L2, do pescoço e ombro, 

respectivamente. 

A tabela 5.6 mostra a média das concentrações dos elementos identificados nas 

amostras de controle e da lesão. Uma análise dos dados por meio do teste t de Student 

(p=0.05) revelou que apenas os valores médios das concentrações de P, Ca, Fe e Cu são 

significativamente diferentes, mostrados na área sombreada. 

Tabela 5.6- Concentrações nas amostras de controle e de pólipo 
fibroepitelial ± IC=95%, NCONTR.=15 e NLESÃO=17. 

Elemento Controle Lesão 

P 2967 ± 904 3755 ± 951 

S 8318 ± 2282 8922 ± 1896 

K 9939 ± 2674 11417 ± 3190 

Ca 2313 ± 795 999 ± 262 

Fe 233 ± 66 149 ± 29 

Cu 8 ± 2 5 ± 1 

Zn 79 ± 21 68 ± 21 

Rb 22 ± 9 19 ± 4 

Uma comparação entre as médias das concentrações entre amostras de controle e 

da lesão é mostrada na figura 5.5. 
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Figura 5.5- Concentrações significativamente diferentes entre 

amostras de pele normal e pólipo fibroepitelial (p<0,05 e N=17). 

Os níveis de P nas lesões mostraram-se superiores aos estimados nas amostras 

de controle, de tecido sadio. Os compostos que possuem o P em sua composição estão 

envolvidos em funções vitais no organismo, tais como a formação de substâncias 

fundamentais para a construção de DNA e RNA (DEMAUREX et al., 2003). Além 

disso, as células usam o P para estocar e transportar energia em forma de ATP 

(trifosfato adenosina), uma molécula que é indispensável à vida da célula, encontrado 

universalmente nos sistemas vivos, cuja função essencial é armazenar energia para as 

atividades vitais básicas das células, ou seja, armazenar energia química para várias 

atividades celulares. Além disso, constitui um importante elemento do protoplasma e do 

tecido nervoso.  

Entretanto, para validar os valores mais altos encontrados na tese, e também por 

causa da baixa sensibilidade da SRTXRF para o P, serão necessárias investigações 

adicionais. Por exemplo, utilizando novamente esta técnica, mas, ajustada para detecção 

à vácuo de elementos de baixo número atômico (PEREZ et al. 1999, LEITÃO et al. 

2009). 

O elemento K, embora levemente mais aumentado nas amostras de pólipo 

fibroepitelial em relação às amostras de controle, não apresentou diferenças 

significativas entre as concentrações de amostras de controle e de lesão pelo teste t de 

Student, como aconteceu nas outras três lesões aqui estudadas. 



 

 
40 

As concentrações de Ca estimadas são compatíveis com as publicadas na 

literatura obtidas pelo método de fluorescência de raios X. Do mesmo modo, a 

diminuição da sua concentração em lesões em relação aos tecidos normais é exatamente 

como descrita no item 5.3.2 no caso da ceratose seborrêica.  

Os níveis mais elevados de Fe nas amostras de controle, como no caso da 

ceratose seborrêica, podem ser explicados, em parte, por sua maior presença porcentual 

na derme papilar, mais irrigada e com maior presença de sangue, rico em Fe. 

Praticamente a mesma quantidade deste elemento foi encontrada em ambos os casos. 

A concentração de Cu no caso do pólipo fibroepitelial mostrou-se menor nas 

lesões do que no tecido sadio, o que é compatível com resultados para lesões cutâneas 

de psoríase (KURZ K. et al., 1987, WERNER-LINDLE Y. et al., 1998) e lesões 

malignas descritos na literatura (GORODETSKY et al., 1986), e também com os 

resultados aqui encontrados para a ceratose seborrêica. 

5.3.4- Composição da pele normal e com hemangioma rubi 

No caso lesão hemangioma rubi, foram colhidas 12 amostras de um total de 12 

pacientes. Os resultados de um desses 12 pacientes serão apresentados separadamente 

no item 5.4 que trata de influências exógenas. As médias das concentrações dos 

elementos presentes nas amostras foram calculadas considerando apenas 11 pacientes. 

O paciente número 33 foi excluído do cálculo dessas médias, cujas amostras 

foram analisadas em separado devido às concentrações extremamente elevadas da 

maioria dos elementos nas amostras correspondentes somente à lesão, possivelmente 

devido à algumas particularidades detectadas na anamnese e que serão relatadas, tais 

como consumo de suplementos e alimentos. 

A tabela 5.7 mostra as concentrações dos elementos identificados nas amostras 

de controle e da lesão. Uma análise dos dados por meio do teste t de Student (p= 0.05) 

revelou que apenas os valores médios das concentrações de P, K, Ca, Fe e Cu são 

significativamente diferentes, mostrados na área sombreada. 

Como na lesão pólipo fibroepitelial, os níveis de P nas lesões hemangioma rubi 

mostraram-se superiores aos estimados nas amostras de controle, de tecido sadio. 
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As concentrações de Ca, seguindo a tendência mostrada nas análises das lesões 

ceratose seborrêica e pólipo fibroepitelial, também decresceram nas amostras de lesão, 

assim como também o K, com concentrações mais altas na lesão. 

Com relação às concentrações de Fe nas amostras de lesão do hemangioma rubi, 

aconteceu o contrário do verificado nas análises das lesões ceratose seborrêica e pólipo 

fibroepitelial. Ao invés da concentração de Fe decrescer nas amostras de lesões, ele está 

mais presente. 

Tabela 5.7- Concentrações nas amostras de controle e de hemangioma 
rubi ± IC=95% e N=11. 

Elemento 
Amostras de Controle 

(µg.g-1) 
Amostras de Lesão 

(µg.g-1) 

P 2888 ± 996 4004 ± 1.247 

S 9376 ± 2.767 10982 ± 2.603 

K 5180 ± 1.905 7642 ± 1.763 

Ca 2742 ± 1.159 1397 ± 591 

Fe 187 ± 59 309 ± 88 

Cu 7 ± 2 5 ± 1 

Zn 90 ± 30 65 ± 11 

Rb 15 ± 6 19 ± 3 

A figura 5.6 mostra uma comparação entre as médias das concentrações entre 

amostras de controle e da lesão.  

 
Figura 5.6- Concentrações significativamente diferentes entre 
amostras de pele normal e com hemangioma rubi (p<0,05 e N=11). 



 

 
42 

5.3.5- Composição da pele normal e com dermatose papulosa nigra 

Foram colhidas 4 pares de amostras da lesão dermatose papulosa nigra de um 

total de 4 pacientes. A tabela 5.8 mostra as médias concentrações dos elementos 

identificados nas amostras de controle e da lesão. 

Tabela 5.8- Concentrações nas amostras de controle e de 
dermatose papulosa nigra ± IC de 95% e N=4. 

Elemento 
Amostras de Controle 

(µg.g-1) 
Amostras de Lesão 

(µg.g-1) 
P 2757 ± 1629 5071 ± 1956 

S 8782 ± 1760 12714 ± 3229 

K 5220 ± 4581 8921 ± 8142 

Ca 2545 ± 1373 1877 ± 774 

Fe 88 ± 60 130 ± 25 

Cu 9 ± 5 9 ± 4 

Zn 65 ± 20 106 ± 83 

Rb 19 ± 9 12 ± 8 

O teste t de Student (p= 0.05) identificou diferença significativa apenas para as 

concentrações do K, entre as amostras de controle e lesão, mostrada na área sombreada. 

O mesmo que aconteceu nos casos da ceratose seborrêica e do hemangioma rubi. 

Devido à grande dispersão dos valores utilizados no levantamento das médias, 

aliada ao baixo número de amostras analisadas (N=4), os intervalos de confiança para 

os concentrações obtidos foram muito grandes. A figura 5.7 mostra o gráfico das 

concentrações do K nas amostras de controle e de lesão para essa lesão de pele. 

 
Figura 5.7- Concentração significativamente diferente entre 
pele normal e dermatose papulosa nigra (p<0,05 e N=4). 
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5.4- Influências exógenas na composição das amostras 

Além de se buscar por diferenças entre as concentrações elementares das 

amostras de lesão e de controle, tinha-se o objetivo de procurar fatores que influenciam 

a composição tanto dos tecidos de pele sadia quanto das lesões. Para tal, foi realizada 

uma análise conjunta das concentrações e dos dados das anamneses. 

Dois casos interessantes foram identificados e serão analisados separadamente. 

a) Influência da suplementação no hemangioma rubi 

Os resultados das concentrações encontradas nas amostras da lesão do tipo 

hemangioma rubi do paciente de número 33 foram bem maiores do que os valores 

médios das amostras dos demais pacientes, para a mesma lesão. Na tabela 5.9 onde são 

mostrados esses dados, é possível se comparar os resultados das concentrações nas 

amostras de controle e de lesão do paciente 33, com os respectivos valores médios dos 

11 pacientes doadores dessa mesma lesão analisados nessa pesquisa. 

Tabela 5.9- Concentrações no hemangioma rubi(HR) nas amostras de controle e lesão 
(N=11), e nas de controle (33C) e lesão (33L) do paciente 33. 

Elementos Controle HR Lesão HR 33C 33L 

P 2888 ± 996 4004 ± 1.247 2324 ± 417 142542 ± 18024 

S 9376 ± 2767 10982 ± 2603 7555 ± 1033 473827 ± 14268 

K 5180 ± 1905 7642 ± 1763 4441 ± 494 129190 ± 16998 

Ca 2742 ± 1159 1397 ± 591 1398 ± 116 286279 ± 11618 

Fe 187 ± 59 309 ± 88 111 ± 9 10436 ± 2214 

Cu 7 ± 2 5 ± 1 6 ± 1 5421 ± 129 

Zn 90 ± 30 65 ± 11 51 ± 8 15348 ± 737 

Rb 15 ± 6 19 ± 3 26 ± 5 1184 ± 485  

Ao consultar a anamnese deste paciente, constatou-se que ele ingeria 

regularmente há mais de cinco anos grandes quantidades de alimentos e também 

suplementos alimentares ricos em alguns dos elementos identificados como alterados 

entre as amostras sadias e com lesões de pele. 

Toda a prescrição ao paciente foi feita em função de um tratamento conduzido 

por um médico endocrinologista para fins de atividades esportivas intensas e também 

atenuação dos efeitos do envelhecimento. 
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Na tabela 5.9 pode-se observar que, comparando-se somente as amostras de 

controle da população do paciente, os valores das concentrações para os tecidos sadios 

retirados do contorno das lesões são da mesma ordem de grandeza. Mas, quando se 

compara as concentrações das lesões, verifica-se que os valores para as amostras do 

paciente 33 são até duas ordens de grandeza maiores.  

A tabela 5.10 mostra parte dos alimentos ou suplementos ingeridos pelo 

paciente. Somente estão listados os suplementos que têm em sua composição elementos 

pertinentes a este trabalho. As informações foram colhidas dos rótulos dos produtos e do 

banco de dados dos pacientes da clínica de onde as amostras foram coletadas. 

Tabela 5.10- Alimentos e suplementos ingeridos pelo paciente número 33. 

Suplemento Qtde/dose(mg) Total dia(mg) 

a) duas vezes ao dia (manhã e noite): 
Potássio quelado (associado a outras subst.)  

 
27,4 

 
54,8 

Iodeto de potássio (no Mega Men® Sport) 150 300 

Cloreto de potássio ( Mega Men® Sport) 80 160 

Carbonato de potássio (no Mega Men® Sport)  200 400 

Pantotenato de potássio (no Mega Men® Sport) 5 10 

Óxido de cobre (no Mega Men® Sport) 25 50 

Sulfato de Condroitina (TriFlex™ da GNC) 1.200 2.400 

Sulfato de Glucosamina (TriFlex™ da GNC) 1.500 3.000 
b) 3 a 5 vezes por semana (em dias de treino): 
Cálcio (em 40 g de Whey Protein™ - Gold Std) 

Qtde/Dose 
(mg) 
170 

Total semanal 
(mg) 

510 a 850 
Creatina (GNC) 5.000 15.000 a 25.000 

Glutamina (GNC e Whey Protein™) 10.000 30.000 a 50.000 

Potássio (em 40 g de Whey Protein™ ) 220 440 

Potássio (em 500g de água de côco) 800 2.400 a 4.000 

Fósforo (em 500g de água de côco) 25 75 a 125 

Cálcio (em 500g de água de côco) 100 300 a 500 

Ferro (em 200 g de carne mal passada ) 10 30 a 50 

Cálcio em iogurte natural (em 300g) 500 1.500 a 2.500 

Supondo não ter havido contaminação das amostras ou instabilidade do sistema 

eletrônico durante a análise, esses dados podem sugerir que os suplementos ingeridos 

pelo paciente não aparecem nas amostras de controle, pois, possivelmente, foram 

funcionalmente eliminados pelo tecido sadio de pele normal. Já no tecido da lesão 
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hemangioma rubi poderia ter ocorrido disfunções dentro do tecido com lesão que 

permitiria o acúmulo dos elementos presentes na suplementação do paciente. 

Cabe ressaltar que tanto as amostras de controle como as de lesão foram 

analisadas em triplicata, cujos valores obtidos apresentaram pouca dispersão, o que 

reforçaria a hipótese de que a pele com hemangioma rubi, um tumor vascular, pode 

acumular elementos ingeridos pelo doador. Entretanto, por ter sido o único caso 

detectado, será necessária pesquisa adicional para testar essa hipótese. 

b) Influência de medicação tópica utilizada sobre a lesão ceratose seborrêica 

O paciente 57 relatou na anamnese haver se automedicado para tratar uma lesão 

de pele que pensava ser uma verruga, geralmente causada por vírus. Entretanto, 

posteriormente, a lesão foi diagnosticada como sendo do tipo ceratose seborrêica de 

formato circular que tinha, no momento da extração, aproximadamente uma altura de 

5mm por 12mm de diâmetro. A medicação Verrux® foi usada durante cerca de duas 

semanas. Seu princípio ativo é um agente queratolítico, ou seja, da classe de 

medicamentos capazes de dissolver formações queratínicas, indicado para remoção de 

verrugas planas, comuns e plantares (VERRUX, 2012). Ocorre que a evolução da 

ceratose seborrêica se dá nas células epiteliais denominadas queratinócitos, que 

produzem queratina. O medicamento é composto por ácido salicílico (0,165 g.g-1), ácido 

lático (0,1452 g.g-1) e colódio flexível q.s.p.= 1,00g, onde q.s.p. significa quantidade 

suficiente para, no caso, de material inerte necessário para completar 1,00g. 

A tabela 5.11 mostra as concentrações encontradas nessas amostras de lesão.  

Tabela 5.11- Concentrações nas amostras de ceratose seborrêica do 
paciente 57 que usou medicamento tópico sobre a lesão. 

Elementos *57C *57L-IN *57L-EX 

P 1475 ± 145 512 ± 201 1341 ± 540 

S 6464 ± 510 8485 ± 1012 2948 ± 1100 

K 6282 ± 1215 6910 ± 481 9785 ± 1788 

Ca 2844 ± 134  1557 ± 194  562 ± 168 

Fe 175 ± 12 83 ± 5 62 ± 4 

Cu 5 ± 1 6 ± 1 2 ± 1 

Zn 65 ± 7 64 ± 9 39 ± 6 

Rb 10 ± 2 4 ± 2 14 ± 4 
* onde: 57C repesenta a amostra de controle, 57L-IN a porção interna da 
amostra da lesão e 57L-EX a porção externa da amostra da lesão. 
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Como a lesão era grande para a capacidade dos tubos de ensaio para a digestão, 

optou-se por dividi-la longitudinalmente ao meio (a fatia 57L-IN é interna e contígua ao 

corpo, e a fatia 57L-EX é externa) com a intenção de detectar diferenças nas 

concentrações elementares devido à ação do remédio inapropriadamente utilizado pelo 

paciente.  

O efeito da medicação utilizada por duas semanas foi reduzir a concentração de 

quase todos os elementos na camada externa da lesão 57L-EX, em relação à interna 

57L-IN. As exceções foram o P e o K que resultaram em valores mais elevados 

sugerindo concentração desses elementos na porção externa da lesão que teve maior 

contato e, portanto, sofreu efeito mais intenso do medicamento. 

As concentrações da camada interna da lesão mostram um comportamento 

semelhante relativo às concentrações dos elementos cujas diferenças foram identificadas 

como significativas na ceratose seborrêica (K, Ca, Fe Cu), conforme tabela 5.5. A 

exceção foi o Cu cuja concentração permaneceu constante. 

5.5- Discussão dos resultados 

Dos cinco elementos cujas concentrações foram identificadas como diferentes 

nas quatro lesões estudadas, P, S, K, Ca e Cu, quase todos mostraram comportamentos 

similares em relação às suas variações das amostras de controle para as amostras de 

lesão, conforme mostra a tabela 5.12. 

Tabela 5.12- Variações de aumento (↑) ou redução (↓) das concentrações nas amostras 
de controle (AC) em relação às de lesão (AL) com a razão AC/AL entre parênteses. 

 CERATOSE 
SEBORRÊICA 

(N=30) 

PÓLIPO FIBRO-
EPITELIAL 

(N=17) 

HEMANGIOMA  
RUBI  
(N=11) 

DERMATOSE 
PAPULOSA NIGRA 

(N=4) 

--- P ↑↑↑↑ (1,3) P ↑↑↑↑ (1,4) --- 

K ↑↑↑↑ (1,3) --- K ↑↑↑↑ (1,5) K ↑↑↑↑ (1,7) 

Ca ↓↓↓↓ (0,7) Ca ↓↓↓↓ (0,4) Ca ↓↓↓↓ (0,5) --- 

Fe ↓↓↓↓ (0,5) Fe ↓↓↓↓ (0,6) Fe ↑↑↑↑ (1,7) --- 

E 
L 
E 
M 
E 
N 
T 
O 
S Cu ↓↓↓↓ (0,5) Cu ↓↓↓↓ (0,6) Cu ↓↓↓↓ (0,7) --- 
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A deficiência de Ca em lesões de pele já foi relatada anteriormente como 

consequência de defeitos relacionados ao DNA na expressão de genes específicos 

(SZIGETI et al. 2006) que causam defeitos nas bombas de Ca nos queratinócitos, 

mesmas células epiteliais onde se origina a ceratose seborrêica, porém, relacionada a 

duas outras lesões, a doença de Darier e doença de Hailey-Hailey (BURNS et al. 2010). 

Em comum com essas últimas, há a deficiência de Ca nas lesões analisadas na tese, 

ceratose seborrêica, pólipo fibroepitelial e hemangioma rubi. 

A tabela mostra que, quando os elementos P, K, Ca ou Cu são detectados como 

sendo significativamente diferentes pelo teste t de Student (α=0,05), eles exibem 

comportamentos semelhantes. Ou seja, o P e o K estavam presentes em níveis mais altos 

nas lesões do que no tecido sadio, já o Ca e o Cu, o contrário, mais baixos. O 

comportamento desses quatro elementos pode representar uma tendência comum das 

concentrações nas respectivas lesões. A exceção, o Fe, cuja concentração nas amostras 

de lesões é mais baixa nos casos da ceratose seborrêica e pólipo fibro-epitelial, mas, no 

hemangioma rubi, mais alta. Sendo um tumor vascular, apresenta maior irrigação no 

interior da lesão, por isso sua coloração rubi conforme mostra a figura 3.4. Como há 

mais sangue, portanto, maior quantidade de hemoglobina, rica em Fe, é possível que 

essa seja a causa da concentração mais elevada nas amostras liofilizadas. 

Apesar dos valores das concentrações de pele normal encontrados neste trabalho 

por meio da SRTXRF diferirem dos resultados obtidos por outras técnicas analíticas, em 

sua maioria, são da mesma ordem de grandeza se comparados aqueles obtidos quando a 

técnica XRF é utilizada. Entretanto, pesam a favor da técnica SRTXRF, a estabilidade 

do sistema de detecção de excelência do LNLS, testada por meio das amostras de 

referência, assim como uma característica inerente ao método, a de se inserir nas 

amostras uma solução padrão de gálio, que, por ter a sua concentração muito bem 

conhecida, confere maior confiabilidade aos dados. 

O público da clínica de dermatologia onde as amostras foram colhidas é 

diferenciado, composto, predominantemente, por pessoas que tem alto poder aquisitivo. 

Isto traz uma componente adicional, o acesso ao consumo e uso de substâncias 

exógenas, como relatou na anamnese mais de 90% dos doadores de amostras. Para citar 

apenas algumas delas, são os suplementos alimentares (vitaminas, sais minerais, omega-

3, etc), cremes para a pele (anti-rugas, hidratantes, clareadores, filtros solares, etc) ou 
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mesmo medicamentos de uso regular. A diversidade dessas substâncias compromete um 

estudo preciso da constituição elementar natural do tecido epitelial, mas esse problema é 

menor quando se compara tecidos com e sem lesão do mesmo paciente, que é 

exatamente a vantagem de se trabalhar com amostras pareadas. 

Outro fator limitador importante presente na pesquisa foi que, embora esta 

investigação tenha feito uso de amostras pareadas, ou seja, amostras de controle e de 

lesões retiradas de um mesmo paciente, algumas delas eram muito pequenas, condição 

de contorno imposta por questões éticas em pesquisa. 

Uma importante decisão que se tomou durante a realização dessa pesquisa e que 

conferiu maior precisão aos resultados foi ter-se optado por não se utilizar medidas de 

volumes por meio de pipetas dos líquidos utilizados como o ácido nítrico, água e demais 

soluções, ainda que a precisão nominal de algumas fosse de 0,1 µL. Com ajuda uma 

balança de precisão do LNLS, com divisões de 0,1 mg, foi verificado que um volume 

particular da ordem de 5,0 µL muito utilizado no experimento, acusava variações da 

ordem de até 20%. Isto era devido à retenção de parte dos líquidos nas ponteiras das 

pipetas. Portanto, em substituição às medidas de volume, a balança de precisão foi 

utilizada em todas as medições. 

Também foi possível concluir que uma das etapas que deve-se ter cuidado 

especial é o período pós-liofilização. Durante a execução de um projeto piloto para 

testar a viabilidade da tese, percebeu-se a grande influência que a umidade no ar exerce 

nas massas das amostras liofilizadas. Um pedaço de uma amostra de pele sadia 

liofilizada sobre o prato da balança que, inicialmente com 0,2 mg, após alguns minutos 

exposta à umidade do ambiente, acresceu sua massa para 1,3 mg. Isto se repetiu para as 

outras amostras. Para se evitar essa influência, as amostras de tecido de pele eram 

desidratadas e liofilizadas dentro do tubo eppendorf aberto, para que, imediatamente 

depois de terminado o processo, se pudesse lacrar com rapidez o tubo com a tampa. Da 

mesma forma, ao medir as massas das amostras, os tubos que as continham eram 

abertos somente na hora da pesagem cujos valores eram prontamente colhidos. 

No apêndice C é mostrado o artigo Elemental concentrations in skin of patients 

with fibroeptelial polip using synchrotron radiation total reflection  X-ray fluorescence 

contendo resultados parciais da pesquisa que foi apresentado no ICXOM2011- XXI 

International Congress of X-ray Optics and Microanalysis, e publicado no American 
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Institute of Physics Conference Proceedings, AIP Conf. Proc. 1437 (2012), pp. 50-53 - 

ISSN 1551-7616, disponível em http://dx.doi.org/10.1063/1.3703342. 

Em atendimento às exigências da COPPE, foi publicado outro artigo em revista 

indexada. 

No apêndice D é mostrado um segundo artigo intitulado Multielemental analysis 

of samples from patients with dermatological pathologies using synchrotron radiation 

que contém os resultados finais da pesquisa e que foi apresentado no ISRP2012 - 

International Symposium on Radiation Physics. Sua publicação impressa está prevista 

para 2013 no periódico Radiation Physics and Chemistry (ISSN 0969-806X, Fator de 

impacto=1.375 e classificação Qualis A1). O artigo está em processo de publicação 

impressa e disponível no site http://dx.doi.org/10.1016/j.radphyschem.2013.04.032. 
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Capítulo 6 
CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

Informações como as obtidas neste trabalho sobre as doenças dermatológicas são 

escassas. Há poucos estudos sobre a ceratose seborrêica e, no caso das outras três, 

pólipo fibroepitelial, hemangioma rubi e dermatose papulosa nigra, inexistentes na 

bibliografia (THEODORAKOU et al., 2008). 

Foram encontrados indícios que sugerem que tanto medicações tópicas aplicadas 

sobre a pele quanto as ingeridas podem alterar a concentração de alguns elementos em 

pelo menos dois tipos de lesão, em relação às amostras de controle de tecido sadio do 

mesmo paciente. 

Os resultados obtidos serão úteis, pois poderão ser confrontados com dados 

sobre pele normal assim como com outras lesões. Assim será possível saber se as 

diferenças entre as concentrações de tecidos normais e com lesões, deste e de outros 

trabalhos, são características específicas ou gerais. Outra vantagem em relação aos 

trabalhos já realizados é que a técnica empregada aqui, a SRTXRF, é bem mais apurada 

em relação às outras técnicas de fluorescência. 

Pode-se afirmar que a técnica SRTXRF, pelas vantagens que reúne, é mais 

adequada para determinar elementos traço em amostras pequenas de tecidos epiteliais. 

Além disso, com a ajuda de ferramentas estatísticas, conseguiu-se evidenciar que há 

diferenças significativas entre concentrações elementares nas amostras de lesões e as de 

controle. 

Portanto, parece valer à pena continuar empenhando esforços nesta linha de 

pesquisa visando detectar variações nas concentrações de outros elementos, e no futuro 

comparar esses resultados com outros tipos de lesões de modo a alcançar uma melhor 

compreensão entre suas composições elementares e fisiologias normais e anormais. 

Além disso, pode-se também pesquisar mais detalhadamente influências de hábitos 

humanos na composição da pele normal. 

Dentre as principais contribuições dessa pesquisa, pode-se destacar que: 

I- as concentrações de elementos traço foram medidas e comparadas entre amostras 

pareadas de tecidos de pele sadia e de 4 tipos de lesões de pele, 
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II- foram encontradas diferenças significativas nas médias das concentrações dos 

elementos P, Ca, K, Fe e Cu, e 

III- foi proposta uma nova abordagem através de método de análise que pode ser útil 

em outras pesquisas de desordens da pele, incluindo neoplasias. 

Algumas das possibilidades que parecem promissoras para a continuação dessa 

linha de pesquisa são: 

a) repetir as análises pela técnica SRTXRF para baixos números atômicos; 

b) continuar o trabalho comparando as concentrações em diferentes estágios das lesões; 

c) utilizar a técnica de microfluorescência com o objetivo de mapear as concentrações 

elementares em áreas de seções transversais das lesões; 

d) fazer o mesmo levantamento em populações com características distintas, por 

exemplo, de condições socioeconômicas inferiores, e comparar os resultados; e 

e)  estender este estudo para os cânceres de pele. 
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APÊNDICE A 
PELE HUMANA 

A.1- Funções da pele 

Dentre as funções que a pele desempenha no organismo humano tem-se: 

a) Proteção do organismo: função primordial da pele. Ela preserva as estruturas 

internas contra agressões do meio externo como traumatismos e, através do sistema 

melânico, das radiações solares. A camada córnea impermeabiliza a pele contra 

perdas excessivas de água e de eletrólitos mantendo o equilíbrio hidroeletrolítico. 

b) Imunológica: a pele atua como elemento de defesa do organismo por meio das 

células de Langerhans, dos linfócitos, macrófagos e mastócitos, todos com atividade 

antimicrobiana. As células de Langerhans são especializadas e, na epiderme, 

controlam a presença de antígenos, substâncias estranhas ao organismo ou que 

possam desencadear um processo inflamatório ou uma reação alérgica. 

c) Excreção: as glândulas sudoríparas produzem o suor que é constituído por excretas, 

toxinas e eletrólitos que devem ser eliminados do organismo. 

d) Termorregulação e hemoregulação: a pele apresenta plexos vasculares e glomos 

(aglomerados de minúsculas veias e artérias) que auxiliam a manutenção e a 

regulagem do débito circulatório. Na termorregulação há a participação das glândulas 

sudoríparas écrinas as quais, liberando a secreção sobre a pele, ajudam a refrigerá-la. 

e) Metabolização: a pele auxilia na metabolização de hormônios como testosterona, 

progesterona e vitamina D, sendo que esta última tem a produção ativada pela 

radiação solar. 

f) Secreção de substâncias: produz melanina, queratina, gordura e suor das quais 

depende para seu equilíbrio. 

g) Renovação dos tecidos de revestimento: os epitélios apresentam um ciclo de vida 

limitado que é consequência direta função que desempenha. A renovação dessas 

células é constante graças a uma atividade mitótica contínua. Em circunstâncias 
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normais o tempo de renovação epidérmica (queratinócitos) é de aproximadamente 

quatro semanas e as células da camada basal (células tronco) são as responsáveis pela 

regeneração da epiderme através da divisão mitótica. 

h) Sensorial: toda a superfície cutânea está provida de terminações nervosas capazes de 

captar estímulos térmicos, mecânicos ou dolorosos. Cada uma desses receptores 

cutâneos ou terminações nervosas são especializados na recepção de estímulos 

específicos. Não obstante, alguns podem captar estímulos de natureza distinta. Nas 

regiões da pele providas de pelo, existem terminações nervosas específicas nos 

folículos capilares, além de outras, denominadas terminais ou receptores de Ruffini. 

Os folículos capilares, formadas por axônios que envolvem o folículo piloso, captam 

as forças mecânicas aplicadas contra o pelo. Os terminais de Ruffini, com sua forma 

ramificada, são receptores térmicos de calor. Na pele desprovida de pelo e também na 

que está coberta por ele, encontram-se ainda três tipos de receptores comuns: 

h.1) Corpúsculos de Paccini: captam especialmente estímulos vibráteis e 

táteis. São formados por uma fibra nervosa cuja porção terminal, 

amielínica, é envolta por várias camadas que correspondem a diversas 

células de sustentação. A camada terminal é capaz de captar a aplicação de 

pressão que é transmitida para as outras além de enviá-las aos centros 

nervosos correspondentes. 

h.2) Discos de Merkel: de sensibilidade tátil e de pressão. Uma fibra aferente 

costuma estar ramificada com vários discos terminais destas ramificações 

nervosas. Estes discos estão englobados em uma célula especializada, cuja 

superfície distal se fixa às células epidérmicas por um prolongamento de 

seu protoplasma. Assim, os movimentos de pressão e tração sobre epiderme 

desencadeiam o estímulo. 

h.3) Terminações nervosas livres: sensíveis aos estímulos mecânicos, 

térmicos e especialmente aos dolorosos. São formadas por um axônio 

ramificado envolto por células de Schwann sendo, por sua vez, ambos 

envolvidos por uma membrana basal.  

Na pele sem pelo encontram-se, ainda, outros receptores específicos: 
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h.4) Corpúsculos de Meissner: funções táteis. Estão nas saliências da pele sem 

pelos (como nas partes mais altas das impressões digitais). São formados por um axônio 

mielínico, cujas ramificações terminais se entrelaçam com células acessórias. 

Bulbos terminais de Krause: receptores térmicos de frio. São formados por uma 

fibra nervosa cuja terminação possui forma de clava. Situam-se nas regiões limítrofes da 

pele com as membranas mucosas (por exemplo: ao redor dos lábios e dos genitais). 

A pele é constituída por três camadas que, de fora para dentro, são a epiderme, a 

derme e a hipoderme.  

Epiderme 

A epiderme é formada por tecido epitelial estratificado córneo tem uma estrutura 

diversificada que é constituída por células como queratonócitos (responsáveis pela 

produção da queratina), melanócitos (responsáveis pela pigmentação da pele), anexos 

cutâneos (pelos, unhas, glândulas) apresentando, ainda cinco camadas: 

• basal ou germinativa: é a região onde estão as células jovens com intensa 

capacidade de reprodução ou mitose.  

• espinhosa: onde estão presentes as células de Malpighi , responsáveis 

pela produção de queratina  

• granulosa: é a área onde são encontradas células achatadas formadas por 

grânulos de queratina  

• lúcida: aqui encontraremos células anucleadas, achatadas e ricas em 

queratina  

• córnea: é formada por diversas células mortas que constituem uma capa 

de queratina e que se renova continuamente. Esta camada é responsável 

pelo aumento da espessura da pele, principalmente na palma da mão e 

sola dos pés. É a camada da pele que protege o organismo contra 

agressões físicas, químicas e biológicas do meio ambiente. 
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Os queratinócitos são as células mais presentes na epiderme e representam 80% 

das células presentes, e, na epiderme, formam as quatro camadas: basal, espinhosa, 

granulosa e córnea. 

Ocorre uma renovação constante da epiderme para a manutenção de sua 

integridade, e se inicia a partir das células basais que levam de 60 a 75 dias para chegar 

até a camada córnea.  

Além do sistema queratínico a pele também é formada pelo sistema 

melanocítico que tem como célula mais importante o melanócito, responsável pela 

síntese da melanina que é o pigmento da pele.  

Estes melanócitos estão na camada basal e se encontram na proporção de 1 para 

cada 10 queratinócitos basais nos indivíduos da raça branca podendo existir em maior 

quantidade nos indivíduos mulatos e negros.  

A luz solar auxilia no processo de ativação da síntese de melanina na pele 

tornando-a mais bronzeada.  

Ainda na epiderme e derme estão presentes as células de Langerhans que tem 

função imunológica porque atuam como fagócitos nos processos alérgicos e infecciosos 

como micoses provocadas por fungos.  

Porém na epiderme não existem vasos sanguíneos. Os nutrientes e oxigênio 

chegam à epiderme por difusão a partir de vasos sanguíneos da derme. 

Anexos da Epiderme 

Os anexos da epiderme são o folículo pilossebáceo, a glândula sudorípara e a 

unha. 

O folículo pilossebáceo é composto pelo pelo, glândula sebácea e músculo 

eretor do pêlo que tem estrutura muscular. Estão dispersos por várias regiões do 

organismo sendo que existem regiões como barba e couro cabeludo onde os pelos são 

mais espessos, porém as glândulas sebáceas são menores enquanto que na face há 

predomínio de pelos finos, mas com glândulas sebáceas bem desenvolvidas.  
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As unhas são lâminas de queratina que recobrem as falanges e originam-se da 

matriz ungueal e seu crescimento é contínuo servindo como um elemento de proteção 

das pontas dos dedos. 

As glândulas sudoríparas são de dois tipos: apócrinas e écrinas.  

As glândulas sudoríparas apócrinas desembocam nos folículos pilossebáceos e 

secretam um líquido leitoso constituído por substâncias protéicas, lipídicas e glicídicas. 

Estas glândulas estão presentes em regiões do corpo como axilas, genitais, etc e sua 

secreção apresentam odor típico que é proveniente da decomposição pela ação das 

enzimas bacterianas.  

As glândulas do tipo écrinas estão presentes nas regiões palmoplantares e em 

toda extensão do corpo lançando sua secreção diretamente sobre a epiderme.  

Derme 

A derme é a camada intermediária localizada entre a epiderme e a hipoderme, e 

é responsável pela resistência e elasticidade da pele. É constituída por tecido conjuntivo 

(fibras colágenas e elásticas envoltas por substância fundamental formada pelo fluido 

intersticial, complexos de glicosaminoglicanas e proteínas, denominadas proteoglicanas 

e glicoproteínas), vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e terminações nervosas. Os 

folículos pilossebáceos e glândulas sudoríparas, originadas na epiderme, também se 

localizam na derme. 

A derme apresenta três diferentes camadas:  

• papilar: é a região onde estão presentes as células e as fibras colágenas;  

• reticular: é intermediária entre a camada papilar e a hipoderme 

apresentando feixes de fibras colágenas mais espessos;  

• derme adventicial: é encontrada ao redor dos folículos pilossebáceos, 

glândulas e vasos sendo formado por feixes delgados de colágeno.  

A substância fundamental encontrada na derme tem composição de 

mucopolissacarídeos ácidos, 70% de fibras colágenas, fibras elásticas associadas às 
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colágenas, fibras reticulares também associadas às colágenas com intensa elasticidade. 

Estas fibras associadas se entrelaçam formando uma trama na derme que é responsável 

pela elasticidade e resistência da pele.  

Ainda na derme são encontrados os vasos sanguíneos e linfáticos, células como 

fibroblastos, histiócitos e mastócitos que tem funções como síntese de fibras colágenas, 

elásticas e reticulares e de defesa da pele.  

Hipoderme 

Também chamado de tecido subcutâneo, é formado por células adiposas que se 

agrupam formando lóbulos separados por filamentos de colágeno e por vasos 

sanguíneos.  

A constituição celular dos adipócitos apresenta basicamente os lipídeos do tipo 

triglicerídeos e colesterol, vitaminas e água. 

A hipoderme tem funções como proteger o organismo contra choques e 

traumatismos, atuando ainda como reserva energética e isolante térmico. 

3.4- Lesões elementares 

A análise da pele é um dos passos mais importantes para se definir a forma de 

tratamento após o reconhecimento das alterações que ocorrem nos tecidos que 

compõem a sua estrutura tegumentar.  

Qualquer alteração presente na estrutura da pele seja qual for a causa que a 

provocou caracteriza a formação de lesões elementares.  

Os mecanismos indutores de lesões elementares podem ser de natureza 

circulatória, inflamatória, metabólica, degenerativa ou hiperplásica.  

Dependendo dos tipos de lesões e das causas que a provocaram podemos 

classificar as lesões da pele da seguinte forma: 

1) quanto à modificações da cor  
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A) manchas pigmentares: estão relacionadas à melanina e podem ser 

classificadas em hipercrômicas, hipocrômicas e acrômicas. 

As manchas hipercrômicas apresentam tom escuro por excesso de melanina no 

local onde estão presentes. As manchas hipocrômicas são claras por apresentarem 

menor quantidade de pigmento e as acrômicas são desprovidas de melanina.  

Manchas por pigmentos como bilirrubina, caroteno, alcaptona podem ter 

coloração amarelada, marron, predominantemente.  

Manchas podem estar relacionadas a pigmentos estranhos ao organismo como 

ouro, prata, arsênio, corantes, etc.  

Medicamentos e substâncias que contenham ouro, prata e arsênico podem alterar 

a coloração da pele assim como tatuagens através dos pigmentos coloridos que ficam 

nela impregnados e os antimaláricos que a tornam amarelado.  

B) Manchas devidas a alterações vasculares  

a) transitórias: eritema e enantema, cianose e cianema que são manchas de 

coloração arroxeada.  

O eritema é de cor avermelhada devido à presença de sangue arterial e é 

provocada por hiperemia enquanto que na cianose a coloração da pele se torna azulada 

devido à redução da hemoglobina no sangue principalmente nas extremidades digitais, 

orelhas, conjuntivas e leito ungueal. Quando este processo ocorre nas mucosas é 

chamado de cianema e também chamamos de enantema o eritema das mucosas.  

b) permanentes: nevo vascular (hemangioma) e telangiectasia  

O aumento do número de vasos sanguíneos é chamado de nevo vascular e a 

telangiectasia é a dilatação permanente do calibre de pequenos vasos. 

C) Manchas devidas ao pigmento sanguíneo  

São as púrpuras de coloração avermelhada que, dependendo da extensão da 

mancha, podem ser classificadas como petéquia, víbice, hematoma, equimose. 
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A petéquia é uma lesão purpúrica puntiforme, a víbice é uma lesão purpúrica 

linear, a equimose é uma lesão purpúrica de grande extensão e o hematoma é uma 

coleção de lesões purpúricas geralmente de origem traumática.  

2) Eflorescências elementares sólidas  

Segundo o aspecto que apresentam podem ser subdivididas em:  

a) Ponfo ou seropápula: é uma eflorescência circunscrita de tamanho variável 

que faz saliência na pele, com coloração que varia do eritematoso ao anêmico. Nesta 

lesão surge vasodilatação com saída de plasma e de células sanguíneas.  

b) Pápula: eflorescência de consistência dura, superficial com menos de 5 cm , 

com certa elevação que não forma cicatriz ao regredir. Podem ser epidérmicas com 

aumento de células de uma ou várias camadas da epiderme ou em placas que são lesões 

elevadas em platô provenientes da formação de numerosas pápulas.  

c) Tubérculo: é uma formação de consistência endurecida, elevada com mais de 

5 mm devido à infiltração de células mesenquimais em toda derme deixando cicatriz ao 

regredir. 

d) Nódulo: é uma formação de consistência endurecida de dimensões variáveis, 

muitas vezes reconhecidas pela palpação, em virtude do número de células presentes na 

hipoderme ou derme profunda.  

e) Queratose: é um espessamento da epiderme por proliferação da camada 

córnea. A superfície das queratoses em geral é áspera e esbranquiçada.  

f) Vegetação: é a hipertrofia de algumas papilas dérmicas podendo se apresentar 

sob o aspecto de verrugas  

3) Eflorescências elementares de conteúdo líquido  

São as bolhas, vesículas e pústulas. As bolhas apresentam conteúdo líquido 

(seroso) de grandes dimensões enquanto que as vesículas apresentam pequenas 

dimensões.  
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Nas pústulas observamos presença de conteúdo líquido purulento podendo 

conter bactérias e diversos neutrófilos.  

O abscesso é uma coleção de pus presente na profundidade dos tecidos.  

Todas as lesões de conteúdo líquido, ao involuírem, em geral não deixam 

cicatrizes com exceção dos abscessos.  

4) Eflorescências por solução de continuidade  

São as erosões, ulcerações, fissuras, escoriações. As escoriações são roturas de 

tecidos provenientes de mecanismo traumático como cortes com objetos, arranhões, etc.  

As erosões provocam lesões do tegumento por mecanismo patológico superficial 

que agride a epiderme.  

Nas ulcerações temos erosão profunda da derme e até mesmo da hipoderme, 

músculos e até ossos. As fissuras são lesões lineares ou estreitas da pele.  

5) Eflorescências elementares caducas 

São as escamas, crostas e escaras. As escamas são lamínulas epidérmicas que se 

desprendem com facilidade e são devidas a distúrbios de queratinização.  

As crostas são decorrentes do ressecamento de exsudatos do tipo seroso, 

purulento ou hemático que se eliminam espontaneamente.  

As escaras são lesões negras mais ou menos espessas que podem atingir planos 

profundos da pele e são provenientes de necrose tecidual.  

6) Sequelas  

São as cicatrizes e as atrofias. As cicatrizes são sequelas provenientes de lesão 

de pele e as atrofias são caracterizadas pela diminuição da espessura da pele com 

redução do número de camadas. 
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APÊNDICE B 
A TÉCNICA SRTXRF E O LNLS 

B.1- Fluorescência 

O fenômeno consiste na capacidade espontânea que algumas substâncias tem de 

emitir fótons quando absorvem radiações ( raios X, luz síncrotron, UV, etc) gerando 

fótons com comprimento de onda, em geral, maiores que o da radiação incidente. Por 

exemplo, alguns materiais brilham quando expostos à radiação ultravioleta emitida por 

uma lâmpada do tipo luz negra ou mesmo aos raios X. 

A fluorescência de raios X está associada à emissão de radiação eletromagnética 

devido às transições de elétrons entre diferentes orbitais e está relacionada ao modelo 

quântico da estrutura atômica. 

Na teoria quântica, uma função de onda consiste numa função Ψ(x,y,z) que 

surge na equação de Schrödinger na mecânica quântica, uma expressão matemática que 

envolve as coordenadas de uma partícula no espaço. Se esta puder ser resolvida para 

uma partícula num dado sistema, então, dependendo das condições de contorno, a 

solução consiste num conjunto de funções de onda permitidas (autofunção) da partícula, 

cada uma correspondendo a um nível de energia permitido (autovalor). O significado 

físico da função de onda é que o quadrado do seu valor absoluto, 
2ψ , para um ponto, é 

diretamente proporcional à probabilidade de encontrar a partícula num pequeno 

elemento de volume. Para um elétron num átomo isto dá origem ao conceito de orbital 

atômico ou molecular. 

No caso do elétron, o quadrado do módulo da função de onda do elétron 
2ψ  

fornece a probabilidade de se encontrar o elétron numa certa região do espaço próximo 

do núcleo (EISBERG et al., 1988). Esta região é conhecida como o orbital e representa 

a região do espaço onde se tem grande probabilidade de encontrar um determinado 

elétron. Segundo este modelo, enquanto o elétron permanece num orbital ele não ganha 

e nem perde energia. Quando o elétron faz uma transição entre dois estados diferentes, 

ele dá o chamado salto quântico. Como estados diferentes estão associados a energias 
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diferentes, os saltos quânticos são acompanhados pela emissão de radiação 

eletromagnética. Os elétrons são caracterizados pelos seus estados quânticos. A estes 

estados estão associados quatro números, denominados números quânticos: 

a) principal n, um número inteiro positivo; 

b) orbital l, que pode assumir valores inteiros entre zero e n -1; 

c) magnético m, que pode ter 2l+1 valores inteiros possíveis entre –l e +l); e 

d) spin s, que pode assumir apenas os valores +1/2 e –1/2. 

O número quântico principal está associado à dependência entre a função de 

onda do elétron e à distância r  do núcleo e, portanto, à probabilidade de se encontrar o 

elétron a certa distância do núcleo. 

Os números quânticos l e m estão associados ao momento angular do elétron e à 

dependência angular da função de onda do elétron. 

 O número quântico de spin indica a orientação do elétron ao redor do seu 

próprio eixo. Como existem apenas dois sentidos possíveis, este número quântico 

assume apenas os valores -1/2 e +1/2, indicando a probabilidade de 50% do elétron 

estar girando em um sentido ou no outro Quando o elétron muda de estado quântico 

emite radiação eletromagnética. Esta radiação é chamada de fluorescência de raios X ou 

raios X característicos. 

Os fótons emitidos por uma fonte, ao incidirem sobre uma amostra, são 

absorvidos pelos átomos da substância deixando-os em estados excitados, ou seja, 

elétrons são removidos de sua eletrosfera. Os elétrons retirados do átomo têm maior 

probabilidade de pertencerem aos níveis K ou L. Quando o átomo se desexcita, há a 

emissão de fótons correspondentes às transições eletrônicas L→ K, M→K ou M→L, 

etc. O espectro de energia correspondente a estas transições é único para cada tipo de 

elemento, permitindo assim identificá-lo. 

Existem diversas maneiras de se induzir a emissão dos raios X característicos 

dos elementos que constituem uma determinada amostra. Dentre as mais usadas estão as 

excitações por meio de partículas aceleradas tais como elétrons, prótons ou íons, de 
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partículas alfa, beta menos, raios gama ou raios gama provenientes de radionuclídeos, 

através de raios X gerados por tubos com anodos de Tungstênio, Molibdênio ou Ródio, 

e, mais recentemente, por radiação síncrotron. 

O tipo de fonte de excitação depende dos elementos e da região do espectro que 

se pretende analisar. A fonte usada neste trabalho é a de radiação síncrotron.  

B.2- Os raios X característicos 

Para que haja a produção de raios X característicos é preciso se retirar elétrons 

das camadas mais internas dos átomos. Para que isto ocorra, a energia mínima deve ser 

maior que energia de ligação do elétron deste nível, denominada energia de ligação. 

Esta energia pode ser calculada de modo aproximado utilizando a teoria atômica de 

Bohr para os átomos de hidrogênio e hidrogenóides, que são átomos formados por 

apenas um núcleo e um elétron. Assim são chamados porque seu comportamento 

químico é similar ao do hidrogênio, tais como deutério, trítio e outros íons leves.  

A energia de ligação de um elétron na camada K ou L pode ser calculada, 

aproximadamente, pela equação B.1: 

( )
22

0

2

8 nh

bZme
E

2

4

ε
−=     (B.1) 

onde:  

E = energia de ligação eletrônica (J), 

m = massa de repouso do elétron = 9,11x10-31 kg 

e = módulo da carga elétrica do elétron = 1,6x10-19 C, 

Z = número atômico do elemento emissor dos raios X, 

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e L, 

respectivamente. 

εεεεo = permissividade elétrica no vácuo = 8,8534.10-12 C2.N-1.m-2 
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h = constante de Planck = 6,625.10-34 J.s, e 

n = numero quântico principal do nível eletrônico (n = 1, 2, 3, etc. para as 

camadas K, L, M, etc., respectivamente. 

Substituindo-se na equação B.1 os valores das constantes no sistema 

internacional de unidades, a energia dos raios X, em joules, é dada por: 

( )
2

2
18

n

bZ
10.18,2E

−= −              (B.2) 

Reescrita em termos de elétron-volt, a equação B.2 torna-se: 

( )
2

2

n
bZ

E
−= 65,13     (B.3) 

Pela equação B.3, vê-se que a energia de ligação para um dado nível é 

diretamente proporcional ao quadrado do número atômico Z do elemento. Assim, para 

retirar elétrons do nível K dos elementos Al, Fe e Te, de números atômicos 13, 26 e 52, 

serão necessários, para o nível K  1,560; 7,114 e 31,814 keV e para o nível L , 0,074 - 

0,723 e 4,612 keV, respectivamente. 

Como é necessário que um elétron seja ejetado do átomo, por exemplo, da 

camada K, para que ocorra uma transição entre dois estados quânticos, a energia da 

radiação que excita o átomo, deve ser igual ou superior a energia de ligação do elétron 

ao átomo, neste caso EK. De maneira semelhante, a liberação de elétrons do nível L, 

gera o espectro de energia das linhas L e a energia de radiação incidente deve ser igual 

ou superior as energias de ligação EL1, EL2 e EL3. Portanto, para que ocorra emissão de 

raios X característicos é necessário que a energia da radiação incidente seja igual ou 

superior a essas energias críticas (EISBERG et al., 1988). As transições entre estados 

quânticos são representadas em termos de um diagrama de níveis de energia. A figura 

B.1 mostra, esquematicamente, as principais linhas até n = 4 (ANJOS, 2000a). 
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Figura B.1- Diagrama de energias para as linhas K, L M e N 

Na teoria da espectrometria de raios X, os estados quânticos estão associados a 

níveis de energias. Estes níveis de energia dependem não apenas dos números quânticos 

n e l, mas também do número quântico j, que representa a soma vetorial de l e s, com a 

restrição que j não seja negativo. 

j = l + s      (B.4) 

assim, j somente assumirá os seguintes valores: 

j = l ± 
2

1
      (B.5) 

Quando l assumir valor zero, então j = 
2

1
. 

Se l for 1; então j = 
2

1
 e  j = 

2

3
; e sucessivamente para todos os valores de l. 

O número máximo de elétrons, ne, em um subnível é dado por: 

ne- = 2j + 1     (B.6) 
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Um espectro de raios X é formado pelos fótons emitidos por cada 

preenchimento de vacância. Suponha que um elétron do nível K é inicialmente 

removido do átomo de uma amostra abrindo uma vacância. Na primeira desexcitação, 

um elétron do nível L pode realizar um salto quântico para preenchê-la produzindo um 

vazio no nível L. Este poderá ser preenchido por um elétron no nível M, onde surge 

outro vazio que por sua vez será preenchido por um elétron do nível N.  

O efeito dessa cadeia de preenchimentos de vazios equivale à migração de cada 

vacância sempre em direção a um nível de menor energia. Quando a vacância surge, 

finalmente, no nível de mais baixa energia, também chamada de banda de valência, ela 

é preenchida por um elétron livre qualquer no material e o átomo estaria de volta ao seu 

estado fundamental. 

Cada um dos eventos de transição de elétrons entre estados quânticos está 

relacionado a uma perda de energia na forma de emissão de raios X característicos, ou 

seja, fótons com energias características bem definidas para cada elemento. Estes fótons 

é que formam o de espectro de raios X característicos. 

A diferença de energia entre os dois estados quânticos envolvidos será a energia 

do fóton emitido em cada evento de ocupação de vacâncias. Assim, a transição entre um 

elétron do subnível L3 para o nível K, resulta na emissão de fótons chamada K-L3. A 

energia deste fóton é expressa como: 

33 LKL-K E - E  E =     (B.7) 

Se a transição for do subnível M3 para o nível K, temos a emissão de fótons da 

linha K-M3, com energia: 

33 MKM-K E - E  E =     (B.8) 

Entretanto, nem todas as transições entre estados quânticos são possíveis, uma 

vez que existem transições proibidas, como pode ser notado nas de regras de variação 

dos números quânticos: 










±=∆
±=∆

1 0,  j

1  l
     (B.9) 
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Tabela B.1- Os níveis e subníveis de energias possíveis de K a N 

Números quânticos 
Nível Subnível 

n l j 

Número máximo de 

elétrons 

K  1 0 1/2 2 

L 

L1 

L2 

L3 

2 

2 

2 

0 

1 

1 

1/2 

1/2 

3/2 

2 

2 

4 

M 

M1 

M2 

M3 

M4 

M5 

3 

3 

3 

3 

3 

0 

1 

1 

2 

2 

1/2 

1/2 

3/2 

3/2 

5/2 

2 

2 

4 

4 

6 

N 

N1 

N2 

N3 

N4 

N5 

N6 

N7 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

0 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

1/2 

1/2 

3/2 

3/2 

5/2 

5/2 

7/2 

2 

2 

4 

4 

6 

6 

8 

  

São permitidas apenas as transições que estão de acordo com as regras 

representadas pela equação B.9. O nível L, por exemplo, possui 3 subníveis L1, L2 e L3. 

Apenas as transições K-L2 e K-L3 ocorrem. A transição K-L1 é proibida (∆l=0 e ∆j =0). 

B.3- A emissão de fluorescência de raios X 

Basicamente, o processo de interação predominante entre a radiação ionizante e 

a matéria responsável pela fluorescência de raios X é o efeito fotoelétrico. O 

espalhamento coerente e incoerente também ocorre, mas são parâmetros indesejáveis 

porque prejudicam o limite de detecção. A fluorescência de raios X por dispersão em 
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energia utiliza detectores de estado sólido que discriminam diretamente a energia dos 

raios X que chegam ao detector. A análise por fluorescência de raios X consiste de três 

etapas: a excitação dos elementos que constituem a amostra, a absorção dos raios X e a 

detecção dos raios X emitidos pela amostra (LACHANCE et al., 1995; e ANJOS, 

2000a). 

Para chegar a uma relação entre a intensidade da radiação fluorescente e a 

concentração Wi de cada elemento i numa amostra; assume-se que a amostra é 

homogênea e possui uma espessura D. Ela é composta por n elementos com diferentes 

concentrações Wi (onde i = 1, 2, 3, ..., n). 

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

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

de três outras probabilidades (COSTA, 2003, PEREIRA, 2003): 

ciafluorescênlinhanível .p.pp  
i

=Ep     (B.10) 

onde: 

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

quântico, níveis K, L, M, N, etc; 

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

um elétron retirado do nível K podemos ter as seguintes transições do nível L: K-L2 e 

K-L3; 

Pfluorescência é a probabilidade de ocorrer emissão de fluorescência de raios X ao invés de 

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

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

mais energéticos vão preenchendo as vacâncias produzidas e a energia na transição é 

liberada de duas formas: 

a) Como um fóton na forma de fluorescência de raios X; 

b) Como um elétron na forma de elétron Auger. Neste caso, o fóton liberado é 

reabsorvido dentro do átomo por outro elétron orbital. Este elétron é liberado do átomo 

com uma energia igual à diferença entre a energia do fóton absorvido e a energia de 
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ligação do elétron. Uma importante consequência na emissão de elétrons Auger é o fato 

que o número de raios X característicos produzidos é menor do que o esperado. 

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

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

Assim, ω pode ser representado como: 

p

s

n

n
  =ω      (B.11) 

np = ns + nA    (B.12) 

onde: 

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

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

níveis atômicos; 

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

elétrons Auger. 

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

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

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

K

K

K

M-KL-KL-K
K N

n
  

N

  n   n n
  333 ∑=

+++
=ω

L

   (B.13) 

O rendimento de fluorescência ωL para as linhas L tendo pode assumir três 

diferentes valores, 321 LLL  e  , ωωω . 

A emissão de elétrons Auger é mais comum em elementos com baixo número 

atômico (Z<20) porque os elétrons estão mais fracamente presos e os fótons 

característicos são mais facilmente absorvidos. 
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Uma das consequências do efeito Auger é que as linhas espectrais de uma dada 

série não são tão intensas como prevista pelo número de vacâncias criadas no orbital 

associado. 

As emissões de fótons de fluorescência e elétrons Auger são processos de 

decaimentos concorrentes e a predominância de um ou outro depende basicamente do 

número atômico do elemento analisado na amostra. A emissão de elétrons Auger é a 

principal limitação na sensitividade de experimentos com elementos com baixo número 

atômico. 

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

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

produzidas em um dado nível 

B.4- A Intensidade relativa das linhas de raios X característicos: 

A intensidade relativa entre a linha específica e as outras linhas na série dá 

probabilidade para que uma determinada linha específica seja emitida dentro de uma 

série. Assim, a probabilidade que a linha K-L2,3 seja emitida em relação as outras linhas 

K é dada pelo fator: 

∑
=

K linhas as todas

L-K

L-K I

I
  f 2,3

2,3     (B.14) 

Experimentalmente a linha K-L3 é, aproximadamente, duas vezes mais intensa 

que a linha K-L2. A intensidade relativa para linha K-L2,3 é dada por: 

32,3

2,3

2,3
M-KL-K

L-K

L-K I  I

I
  f

+
=     (B.15) 

As intensidades das demais linhas por serem muito pequenas podem ser 

desprezadas. A probabilidade de emissão da série L3-M4,5 em relação as outras linhas L 

é dada pela equação: 

∑
=

L linhas as todas

M-L

M-L I

I
  f 4,53

4,53     (B.16) 
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B.5- A espectrometria por fluorescência de raios X 

A espectrometria por fluorescência de raios X é útil tanto como técnica de 

análise qualitativa, técnica não destrutiva que permite identificar os elementos presentes 

em uma amostra e também útil como técnica de análise quantitativa, ou seja, que auxilia 

na determinação da concentração elementares. (KLOCKENKAMPER, 1996a ). 

Na espectrometria de fluorescência de raios X uma fonte de radiação provoca a 

excitação dos átomos das substâncias que se pretende analisar. Quando um átomo no 

estado fundamental é irradiado por ação de uma fonte externa de energia, ele absorve 

esta energia promovendo elétrons a níveis mais energéticos. Neste estado o átomo estará 

em um estado instável chamado estado excitado. 

Como na natureza tudo tende a buscar o estado de estabilidade, o átomo excitado 

tende naturalmente a retornar ao seu estado fundamental, ocorrendo uma emissão de 

energia. Esta energia envolvida na absorção é uma característica específica de cada 

elemento químico, permitindo a sua identificação e correspondente quantificação. 

Quando um feixe de radiação ionizante incide sobre a amostra, ocorrem 

interações dos fótons do feixe com os átomos dos elementos constituintes da amostra. 

Desta forma, pode ocorrer, além da excitação, a ionização dos elementos por meio do 

efeito fotoelétrico ou espalhamento Compton, por exemplo. Como consequência, os 

átomos dos elementos emitem linhas espectrais com energias características e cujas 

intensidades estão relacionadas com a concentração do elemento na amostra.  

A técnica analítica da fluorescência e suas variantes tem sido de grande valia em 

pesquisas nas áreas biológicas e das ciências exatas, principalmente nas pesquisas 

ligadas à agropecuária, agroindústria, geologia, ciências ambientais, físicas e químicas, 

etc., por permitir na maioria das vezes uma análise química inorgânica, de modo não 

destrutivo e simultâneo para vários elementos químicos.  

As técnicas de fluorescência têm ainda a vantagem de permitir a análise direta 

de amostras sólidas, como nas técnicas de fluorescência de raios X com dispersão em 

energia (EDXRF), fluorescência de raios X por dispersão de comprimento de onda 

(WDXRF) ou fluorescência de raios X com microssonda (µ-XRF), que e não têm a 
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necessidade de fazer a digestão química das amostras, normalmente obrigatória em 

equipamentos tradicionais utilizados na química analítica. 

Quando se trata de amostras líquidas, traz a vantagem de necessitar de pouco 

volume (TXRF), da ordem de microlitros, com sensibilidade analítica compatível com 

instrumentação mais sofisticada, como espectrofotometria de absorção atômica (AAS), 

espectrofotometria de emissão atômica (AES). 

B.6- A reflexão e refração da luz 

A reflexão e a refração são fenômenos comuns que estão relacionados não só à 

propagação da luz, mas também à propagação das ondas eletromagnéticas em geral, 

incluindo os raios X. 

Quando a luz está se propagando em um determinado meio e atinge uma 

superfície de um meio translúcido como, por exemplo, um bloco de vidro transparente, 

parte dessa luz retorna para o meio no qual estava se propagando. Este fenômeno é 

chamado de reflexão da luz. Já a outra parte do feixe de luz que passa para o outro meio, 

ou seja, do ar para o vidro, caracteriza a refração da luz.  

Esses dois fenômenos podem ocorrer de forma simultânea, no entanto, pode 

acontecer de um dos dois prevalecer sobre o outro, mas isso depende da natureza dos 

meios que a luz esta incidindo e das condições de incidência. 

A figura B.2 mostra um esquema demonstrando os fenômenos da refração e da 

reflexão da luz, onde α1 é o ângulo de incidência e α2 é o ângulo de refração. Na 

reflexão, o ângulo de incidência é igual ao de reflexão (α1). 

 
Figura B.2- Reflexão e refração de um feixe de luz 
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A reflexão e refração da luz obedecem às seguintes regras: 

a) os feixes incidente, refletido e refratado pertencem a um plano normal à superfície da 

interface 

b) na reflexão, o ângulo incidente é igual ao ângulo refletido 

c) na refração, a relação entre o feixe incidente e o feixe refratado é dado pela lei de 

Snell: 

)cos(v)cos(v 2112 α=α ⋅⋅     (B.17) 

onde: v1 é a velocidade de propagação da luz no meio 1, v2 a velocidade de propagação 

no meio 2, α1 é o ângulo incidente e α2 o ângulo da refração. 

Dividindo-se a equação B.17 pela velocidade da luz no vácuo (c), tem-se: 

)cos(
c

v
)cos(

c

v
2

1
1

2 α⋅=α⋅    (B.18) 

Como o índice de refração absoluto é definido como: 

v

c
n =        (B.19) 

sendo v é a velocidade da luz no meio em que a luz se propaga, a equação B.18 pode ser 

reescrita: 

)cos(n)cos(n 2211 α⋅=α⋅    (B.20) 

onde: n1 e n2 são os índices de refração absolutos dos meios 1 e 2, respectivamente. 

Quando se trata de radiação eletromagnética de energia na faixa dos raios X no 

espectro, o fenômeno da refração é mais bem descrito pela Teoria de Lorentz. 

Neste caso, o índice de refração é dado por um número complexo e também 

adimensional: 

β−δ−= i1n      (B.21) 

A parte real do índice de refração é dada por: 
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δ−=1n      (B.22) 

Na equação B.21, o termo δδδδ está associado com a dispersão de raios X no meio 2. O 

valor de δδδδ pode ser obtido pela equação B.23 para raios X com energias superiores às 

das bandas de absorção do material do meio 2 (EK e EL) (KLOCKENKAMPER, 

1996a):  

2
4

E

1

A

Z
)10x16,4( ⋅⋅ρ⋅=δ −    (B.23)      

onde: ρ é a densidade do material (g/cm3) do meio 2; 

Z é o número atômico; 

A é a massa atômica (g/mol) e  

E é a energia dos raios X incidentes (keV). 

A parte imaginária β está associada com a absorção dos raios X no meio e pode ser 

representada como: 

ρ⋅









ρ
µ⋅

=β

−

E

10x87,9 9

     (B.24) 

Onde (µ/ρ) é o coeficiente de absorção de massa do material do meio 2 (cm2/g) para a 

energia dos raios X incidentes. 

Os parâmetros δ e β são quantidades pequenas (da ordem de 10-5 a 10-10). Na 

região dos raios X, os valores de β são muito menores do que δ. A tabela B.2 mostra 

valores de δ e β para alguns materiais calculados para a energia da linha Kα do 

molibdênio (17,4 keV). Para compostos e misturas, δ e β são calculados, levando-se em 

conta a contribuição de cada elemento: 

i

n

1i
itotal c δ⋅∑=δ

=
     (B.25) 
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i

n

1i
itotal c β⋅∑=β

=
     (B.26) 

onde ci é a fração de massa de cada elemento individualmente. 

No processo de reflexão total o ângulo de refração tende a zero e o feixe de 

radiação refratado tangencia a interface entre os meios 1 e 2. Consequentemente há um 

ângulo de incidência mínimo, chamado de ângulo crítico, a partir do qual a refração não 

ocorre e toda radiação incidente sofre reflexão total. A figura B.3 mostra 

esquematicamente o processo de reflexão total. Nas situações A e B não ocorre reflexão 

total por que o ângulo de incidência é maior que o ângulo crítico e, portanto, ocorre 

refração. Já na situação C, o feixe incide num ângulo menor do que o ângulo crítico, 

como consequência toda a radiação incidente sofre reflexão total, ou seja, não há 

refração. 

(A) (C)(B)
meio 1

αa αa
αa,r
αb

αb,r
αb αc αc

meio 2
n1 > n2

 

Figura B.3– Representação da reflexão total 

De acordo com a equação B.20, se o ângulo de refração (α2) tender a zero, e 

considerando o índice de refração do meio 1 como o índice de refração do ar (n1≅1), 

pode-se determinar o ângulo crítico, ou seja, o valor que o ângulo de incidência tem que 

assumir para que ocorra o fenômeno da reflexão total: 

( ) 2crítico ncos =α     (B.27) 

Como o índice de refração do meio 2 pode ser representado pela parte real do 

índice de refração dado pela equação B.16, tem-se: 

( ) δ−=α 1cos crítico     (B.28) 
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Tabela B.2– Densidades de materiais (ρ) e partes real (δ) e imaginária (β) do índice de 

refração da linha Kα do Mo (17,4 keV) 

Refletor ρρρρ (g/cm3) δδδδ (10-6) ββββ (10-8) 

Lucite 1,16 0,9 0,055 

Vidro de carbono 1,41 1,0 0,049 

Nitrato de boro 2,29 1,5 0,090 

Quartzo 2,20 1,5 0,46 

Alumínio 2,70 1,8 0,79 

Silício 2,33 1,6 0,84 

Cobalto 8,92 5,6 19,8 

Níquel 8,91 5,8 21,9 

Cobre 8,94 5,6 24,1 

Germânio 5,32 3,2 18,7 

Tântalo 16,6 9,1 87,5 

Platina 21,45 11,7 138,2 

Ouro 19,3 10,5 129,5 

Como o ângulo crítico é muito pequeno, portanto pode-se expandir a função 

cosseno numa série de Taylor: 

( ) ...........
!4!2

1cos
42

−θ+θ−=θ   (B.29) 

Usando apenas os dois primeiros termos da expansão na equação B.29, tem-se: 

( )
2

1cos
2
crítico

crítico
α−=α    (B.30) 

Relacionando-se as equações B.29 e B.28, obtém-se: 

δ−=α− 1
2

1
2
crítico     (B.31) 
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Desta forma pode-se escrever uma relação mais simples para o ângulo crítico 

da reflexão total: 

δ≈α 2crítico      (B.32) 

Substituindo a relação de δδδδ dada pela equação B.23 na equação B.32, tem-se: 

A

Z

E

x
crítico .

1088,2 2

ρα
−

≈    (B.33) 

A equação B.33 fornece valiosas conclusões sobre a técnica TXRF. Além de 

fornecer o ângulo crítico de reflexão total, mostra que o ângulo crítico é diretamente 

proporcional à densidade do material do meio 2 e inversamente proporcional à energia 

da radiação incidente. A tabela B.3 fornece os valores dos ângulos críticos para as 

energias de 8,4 keV, 17,4 keV e 35 keV para diferentes materiais e elementos.  

Tabela B.3– Ângulos críticos da TXRF para vários materiais e diferentes energias. 
Ângulo crítico (mrad) 

Refletores 
8,4 keV 17,44 keV 35 keV 

Lucite 2,7 1,3 0,7 

Vidro de carbono 2,9 1,4 0,7 

Nitrato de boro 3,7 1,7 0,9 

Vidro de quartzo 3,7 1,7 0,9 

Alumínio 3,8 1,9 0,9 

Silicone 3,7 1,7 0,9 

Cobalto 7,0 3,3 1,7 

Níquel 7,2 3,5 1,7 

Cobre 7,0 3,3 1,7 

Germânio 5,2 2,6 1,3 

Tântalo 8,9 4,4 2,1 

Platina 10,1 4,9 2,4 

Ouro 9,6 4,5 2,3 
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A figura B.4 mostra o comportamento do ângulo crítico para quatro materiais: 

silício, Lucite, quartzo e ouro em função da energia da radiação incidente. Pode-se 

observar que o quartzo apresenta uma característica semelhante ao do silício. 

O fenômeno de reflexão total de raios X somente ocorre se o ângulo de 

incidência do feixe incidente (α1) for menor do que o ângulo crítico. Para a maioria dos 

refletores utilizados em TXRF este valor é menor do que 0,1o. Dois parâmetros são 

importantes quando ocorre a reflexão total, o coeficiente de reflexão total (R), que é 

aproximadamente 100% para ângulos de incidência menores do que o ângulo crítico, e o 

poder de penetração (Zp), que para ângulos menores do que o ângulo crítico é da ordem 

de 10-9m. Tanto o coeficiente de reflexão (R) como o poder de penetração (Zp), pode ser 

calculado a partir da teoria do eletromagnetismo clássico. 

 
Figura B.4– Ângulo crítico em função da energia para diferentes materiais 

B.7- Análise quantitativa 

Uma das características importantes sobre a técnica de TXRF são as pequenas 

quantidades de amostras necessárias para de proceder à análise. Amostras da ordem de 

1mg, ou menos, podem ser processadas, quando, então, se deposita 5 µL dessa amostra 

já processada sobre o refletor que será exposto à radiação para que aconteça a excitação 

e, posteriormente, a fluorescência. 
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Neste caso, a amostra pode ser considerada um filme fino e os efeitos de 

absorção podem ser desprezados. Neste caso, a concentração elementar é determinada 

através de uma relação entre a intensidade da radiação fluorescente de um determinado 

elemento i, a sensibilidade do sistema para este elemento, o coeficiente de reflexão do 

refletor e a transmissão da radiação no ar. 

Além disso, as amostras depositadas nos refletores não possuem uma geometria 

regular e reprodutível, características das quais dependem as análises por meio de 

incidência de radiação usada na etapa de excitação.  

A dependência do método de análise da geometria do sistema pode ser 

contornado calculando-se a intensidade relativa (Ir,i) para cada elemento em relação à 

concentração conhecida de um padrão interno adicionado na amostra. Desta forma, 

pode-se escrever uma equação em relação a um padrão com intensidade IS: 

( )[ ]
( )[ ] arSSo

ariio

S

i

TRWSIK

TRWSIK

I

I

⋅+⋅⋅⋅
⋅+⋅⋅⋅=

α
α

1

1
   (B.34) 

 onde: 

Ii é Wi são a intensidade da radiação fluorescente e a concentração do elemento i na 

amostra; 

IS e WS são a intensidade da radiação fluorescente e a concentração do padrão interno na 

amostra; 

Si e SS são as sensibilidades para o elemento i e para o padrão interno. 

Logo: 

Wi
S

S
i

S
Ws

S
I

i
I

⋅=⋅      (B.35) 

A equação B.35 pode ainda ser escrita como: 

ii,ri,r WSI ⋅=       (B.36) 

onde: 
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I r, i  é chamado de intensidade relativa = 




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⋅ S
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i W
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I
, e  
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A equação B.36, fundamental na análise por TXRF quando se utiliza um padrão 

interno, mostra uma relação simples entre a intensidade relativa e a concentração de um 

elemento i. O objetivo, ou seja, o parâmetro quer determinar, é a concentração 

elementar W i. A intensidade relativa se obtém experimentalmente, e, a sensibilidade 

relativa, através de padrões mono ou multielementares com concentrações conhecidas. 

B.8- O limite de detecção na técnica SRTXRF 

Em um espectro de pulsos de raios X pode-se observar uma linha 

aproximadamente contínua sob os picos característicos dos elementos que compõe a 

amostra. A base delimitada por esta linha decorre principalmente das contagens devido 

às interações das radiações espalhadas pela amostra, estruturas em torno, pelo próprio 

detector, e também dos raios X características emitidos pelos elementos. 

O limite de detecção, ou limite mínimo detectável (LMD), representa a menor 

quantidade, seja de concentração, massa, volume, que pode ser discriminada 

estatisticamente em relação contagens fortuitas de fundo no espectro, ou seja, o 

background ou radiação de fundo. Para o cálculo LMD na técnica SRTXRF, foi 

determinada a área abaixo do pico de cada elemento de interesse presente no espectro, 

obtendo-se, assim, as intensidades do background. Os ajustes foram realizados para 

amostras certificadas de fígado bovino utilizando-se a seguinte equação (STRELI, et al., 

2008): 

i

i

N
C

 3   LMD BN=     (B.37) 

onde: 

Ci = concentração certificada do elemento i em uma amostra de referência 

NB = background sob o pico de fluorescência do elemento i na amostra 
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Ni: intensidade da fluorescência relativa ao elemento i na amostra. 

Os limites de detecção para a técnica de TXRF são bem menores do que para outras 

técnicas de fluorescência, devido principalmente a três fatores: 

(1) baixa intensidade do continuum, devido à reduzida transferência de energia ao 

suporte da amostra em relação à XRF, 

(2) o fluxo da radiação primária disponível para a excitação da amostra, devido ao feixe 

refletido, é muito mais efetivo do que na XRF e 

(3) a distância amostra - detector é muito menor que na ED-XRF, aumentando, assim a 

eficiência de detecção dos raios X característicos. 

Um espectro de energia com um único pico de fluorescência de raios X é 

representado esquematicamente na figura B.5, onde, Ni é a contagem líquida e NB a 

contagem relativa ao background. 

 
Figura B.5- Pico de fluorescência de raios X 

Uma maneira usual de se comparar diferentes técnicas analíticas é utilizando o 

LMD. Normalmente, ele é determinado para alguns elementos e, para os demais 

elementos de interesse, são obtidos por extrapolação a partir do qual se constrói a curva 

do limite de detecção. 
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O limite de detecção em TXRF é da ordem de ng.g-1. Entretanto, em algumas 

condições especiais, pode se chegar a valores para o limite de detecção de pg.g-1 

(WOBRAUSCHEK et al., 1991). 

Dentre algumas das vantagens do uso das técnicas de fluorescência por reflexão 

total pode-se citar: 

a) a excitação da amostra é efetuada por ambos os feixes, o incidente e o refletido; 

b) o sinal fluorescente é, pelo menos, duas vezes maior se comparado às geometrias da 

excitação convencional no caso EDXRF, de 45o/45o; 

c) o background espectral causado pelo espalhamento no refletor é bastante reduzido 

(alta reflexibilidade – baixa transmissão no material); 

d) a contribuição do espalhamento na amostra é mínima devido ao ângulo de 90o entre a 

radiação incidente e a radiação espalhada em relação ao detector; 

e) o detector é posicionado bem próximo a amostra na superfície do refletor resultando 

num ângulo sólido de detecção bem maior se comparada às outras técnicas; 

f) as massas de amostras necessárias são muito pequenas e devem ser preparadas de 

maneira a formar um filme fino sobre um refletor. Portanto, nenhuma absorção 

praticamente ocorre dentro da amostra. Além disso, verifica-se uma correlação linear 

entre a intensidade da radiação fluorescente e a concentração dos elementos na 

amostra. 

Valores mais baixos para os limites de detecção ainda podem ser alcançados se 

os parâmetros físicos que o influenciam forem ajustados, tais como a sensibilidade e o 

nível de background. 

A sensibilidade desta técnica pode ser aumentada considerando-se a(o): 

a) intensidade da radiação incidente; 

b) distância da fonte à amostra e da amostra ao detector; 

c) área ativa do detector; 
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d) sistema eletrônico utilizado para processar os pulsos de voltagem, que têm origem 

no detector; 

e) mecanismo de monocromatização do feixe primário para modificar a distribuição do 

espectro da radiação.  

Da mesma forma, a intensidade do background pode ser melhorada 

considerando-se a(o): 

a) intensidade da radiação incidente, sua distribuição espectral e a respectiva seção de 

choque de espalhamento para a cada amostra; 

b) massa da amostra; 

c) forma geométrica e do material do substrato, assim como da profundidade de 

penetração da radiação incidente no substrato e do coeficiente de reflexão; 

d) medida no ar que leva o espalhamento da radiação primária e a contribuição da 

radiação característica do ar (ou atmosfera de Ar ou Kr); 

e) ajuste real do ângulo de incidência; e 

f) ângulo sólido do detector. 

A figura B.6 mostra uma comparação do limite de detecção entre técnicas 

analíticas que concorrem com a TXRF (STRELI, 1996). 

A TXRF, cuja geometria é de aproximadamente 0o/90o, possui vantagens em 

relação à EDXRF convencional cuja geometria é de 45o/45o. O campo de radiação é 

uniforme e a intensidade da radiação é constante, mas, no caso da EDXRF, diminui 

exponencialmente ao interagir com o material devido à atenuação da radiação na sua 

penetração. 

Dentre essas vantagens da técnica podemos citar: 

a) diminuição do background; 

b) dupla excitação da amostra por ambos os feixes primário e refletido; 

c) pequena distância amostra-detector (em torno de 1 mm); 

d) ângulo sólido grande; 

e) pequenas quantidades de amostra; e 

f) baixos limites de detecção. 
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O LMD para os elementos de número atômico abaixo de 13 (Al) é afetado pelo 

baixo rendimento de fluorescência e outras limitações bem conhecidas em energia 

dispersiva, como baixa probabilidade de ocorrência do efeito fotoelétrico, absorção dos 

raios X característicos pela janela de Be e pelo ar entre a amostra e o detector. 

Trabalhando sob vácuo e com detector sem janela de Be, alguns autores tem relatado 

limites de detecção de 10 ng para o O e 0,8 ng para Mg  (STRELI et al., 1991) 

 

Figura B.6– Limites de detecção de técnicas analíticas (TOLG et al., 1993). 

Em relação à figura B.6, seguem-se as abreviações e com os nomes das técnicas 

de análise: INAA  (induced neutron activation analysis), ET-AAS (electro-thermal 

atomic absorption spectroscopy) e ICP-MS (inductively coupled plasma mass 

spectrometry. 
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B.9- Radiação síncrotron 

A radiação síncrotron é a radiação eletromagnética emitida quando partículas 

carregadas com velocidade relativística são submetidas à aceleração radial. A base 

teórica para a produção de radiação síncrotron está relacionada à descobertas do elétron 

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

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

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

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

mostrou que a potência da radiação é proporcional a (E/mc2)4/R2, onde E é a energia da 

partícula, m é massa de repouso do elétron, e R é o raio da trajetória. A primeira 

observação visual da radiação síncrotron ocorreu em 1947 por Frank Elder, Robert 

Langmuir, Anatole Gurewitsch e Herb Pollock, no General Electric’s Research 

Laboratory, em Schenectady (Nova York/US) (STRELI, 1996). 

O uso de uma fonte de luz síncrotron na técnica TXRF permite alcançar limites 

de detecção baixos mais do que quando se utiliza raios X de alta potência. 

Três vantagens do uso dessa fonte de excitação são especialmente importantes 

(KLOCKENKAMPER, 1996a ): 

a) o alto brilho espectral de um feixe da radiação síncrotron resulta em um aumento da 

intensidade de raios X primários da ordem de 3-5 vezes comparado com os tubos de 

raios X convencionais; 

b) como a radiação síncrotron cobre uma ampla faixa de energias do espectro de raios 

X, ela é altamente indicada para energy tuning. Um cristal com multicamadas 

preferencialmente usado para a seleção de uma banda de energia particular pode ser 

facilmente ajustado para uma determinada energia de excitação na busca por 

elementos; 

c) o background espectral já reduzido por reflexão total é bastante baixo devido a 

polarização da radiação síncrotron. O feixe é linearmente polarizado a 100% do plano 

horizontal do anel de armazenamento. O detector deve ser colocado num plano 

horizontal ou vertical. Com esta configuração, o nível background pode ser atingir 

valores menores. 
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A radiação síncrotron constitui uma fonte de luz de alto brilho que os cientistas 

utilizam para reunir informações sobre propriedades estruturais, químicas e físicas de 

material a nível molecular. 

Um síncrotron produz luz usando poderosos eletroímãs e ondas de 

radiofrequência para acelerar elétrons, em um anel de armazenamento, a velocidades 

próximas à da luz. O anel de armazenamento é um polígono regular de doze lados, feito 

de secções retas em conjunto com magnetos de flexão. À medida que os elétrons 

passam por cada ímã, eles perdem energia sob a forma de uma luz muito brilhante e 

altamente concentrada. 

Esta luz é composta de diferentes espectros de luz (ou faixas de energia), tais 

como infravermelho, ultravioleta, raios X. Essa radiação pode ser conduzida para fora 

do anel de armazenamento em direção às estações experimentais ou linhas de luz, onde 

os pesquisadores podem escolher uma faixa de comprimentos de onda para analisar suas 

amostras. 

Esta ferramenta pode ser usada para investigar a matéria e analisar uma série de 

processos físicos, químicos, geológicos e biológicos. As informações obtidas pelos 

cientistas podem ser usadas para ajudar a conceber novas drogas, examinar a estrutura 

de superfícies, desenvolver óleos de motores mais eficientes e menores, construir chips 

de computadores mais poderosos, desenvolver novos materiais para implantes médicos 

mais seguros, e ajudar com a limpeza de resíduos de mineração, dentre diversas outras 

aplicações. 

Algumas propriedades básicas da radiação síncrotron trazem ganhos 

importantes para TXRF (STRELI, 1996): 

a) forma contínua na faixa do infravermelho aos raios X; 

b) alta intensidade; 

c) alto nível de colimação; 

d) polarização linear no plano de órbita; 

e) polarização elíptica ou circular acima e abaixo do plano da órbita para a radiação 

magnética da curva; 

f)tamanho da fonte é pequena, determinada por feixe de elétrons; 

g) estrutura de tempo bem definida; 

h) características quantitativas conhecidas; 
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i) alta estabilidade de intensidade e posição de fonte. 

Alguns aspectos gerais da engenharia da envolvida da produção de luz 

síncrotron por ressaltadas por CASTRO (2001), que resumiu os principais elementos: 

a) a câmara de vácuo: onde os elétrons relativísticos movem-se numa órbita fechada 

durante horas. A câmara necessita de alto vácuo de modo a aumentar o tempo de vida 

do feixe armazenado, pois, colisões desses elétrons com os átomos ou moléculas do gás 

residual no interior da câmara constituem um dos fatores limitantes do tempo de 

duração do feixe útil. 

b) ímãs dipolares: geram um campo vertical constante para manter os elétrons numa 

trajetória fechada. 

c) ímãs quadrupolares geradores de campos lineares: os elétrons em suas trajetórias 

circulares sofrem pequenos movimentos de amplitude lateral chamados de oscilações 

bétatron. Os ímãs quadrupolares são necessários para a sua focalização. Conforme 

indica o nome, estes imãs têm quatro pólos opostos a 90o em volta do eixo de 

movimento. 

d) suprimento de energia de precisão para os ímãs controlados remotamente: o campo 

nos imãs é proporcional às correntes, e se contrapõem aos efeitos de histerese. Para 

alcançar uma órbita circular, a corrente nas curvas dos imãs dipolares deve ser mantida 

constante. Além disto, se as partículas carregadas são aceleradas depois que elas são 

ejetadas na máquina, todo campo deve ser aumentado em sincronismo, portanto todos 

os suprimentos de energias são controlados por computador. 

e) cavidade de radiofrequência (RF) ressonante: é a cavidade onde os elétrons são 

acelerados por campos eletromagnéticos resistentes. A energia perdida é substituída 

pela aceleração das partículas pelos fortes campos RF dentro da cavidade de 

ressonância. Estes campos são constituídos por ondas estacionárias. Portanto, para 

qualquer aceleração ser experimentada, os elétrons devem ser bem agrupados, e também 

devem chegar e partir da cavidade RF em fase própria com os campos de ressonância 

RF. De fato, isto é alcançado quase automaticamente, porque os elétrons mais rápidos 

serão encontrados com campos da fase imprópria e serão retardados, enquanto os mais 

lentos serão ainda retardados até se fundirem com o próximo feixe. Portanto, o processo 

é auto-regulável.  
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f) monitores de feixe: permitem uma estimativa das coordenadas X e Y dos elétrons 

movendo-se ao longo do eixo Z. Quatro eletrodos colocados simetricamente sobre a 

órbita carregam sinais induzidos com os feixes de elétrons movendo-se nas suas órbitas. 

Estes sinais são mais fortes se o feixe passar perto do eletrodo e podem ser usados no 

circuito fechado de realimentação para direcionar ímãs dipolares pequenos com campos 

nas direções X e Y e trazerem de volta o feixe desviado para a órbita oficial. A 

estabilidade da órbita é uma vantagem da luz síncrotron. 

g) o sistema de injeção: é utilizado para preencher a máquina com elétrons já se 

movendo em uma direção apropriada com uma energia bastante elevada. No LNLS o 

sistema de injeção é usualmente um acelerador linear seguido por um anel síncrotron 

auxiliar. O acelerador linear deve suportar 80 keV de elétrons gerados num canhão 

termo iônico e elevar essa energia de 80 keV a 120 MeV, usando mais uma vez as 

cavidades de ressonância de RF onde os elétrons não somente são acelerados, mas como 

também são agrupados. Um síncrotron auxiliar pequeno depois recebe estes elétrons de 

120 MeV aumenta a aumentam a 500 MeV. Então, esses elétrons de 500 MeV são 

injetados no síncrotron principal, onde, mais uma vez, são acelerados a 1,37 GeV. 

h) as linhas de luz: é a instrumentação que é acoplada ao anel de armazenamento de 

elétrons. Em cada linha de luz chegam os feixes de fótons provenientes do síncrotron e 

gerados pelos elétrons que circulam no anel de armazenamento. Que define a 

característica de luz em cada linha é o monocromador.  

i) a estação experimental: é instalada numa linha de luz é formada por equipamentos e 

instrumentação que permitem pesquisas utilizando a luz síncrotron. Uma estação 

experimental inclui o sistema porta-amostra, no qual é colocada a amostra do material 

que se quer analisar, o aparelho goniométrico, que permite posicionar a amostra para 

receber adequadamente a incidência da luz síncrotron e detectores de feixes de fótons 

espalhados ou transmitidos, que registram os acontecimentos físicos que ocorrem nos 

átomos e moléculas do material em estudo. 

j) tempo de vida: o tempo de vida do feixe de elétron no anel é limitado, ocorrendo um 

decaimento exponencial na sua intensidade no decorrer de algumas horas. O tempo de 

vida é definido como o tempo decorrido até a corrente do anel decresça 1/e de seu valor 

inicial (onde e é o número natural). O fator dominante sobre o tempo de vida do feixe é 

o espalhamento dos elétrons nos gases residuais do anel de armazenamento. 
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B.10- Laboratório Nacional de Luz Síncrotron(LNLS ) 

O Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), na cidade de Campinas, no 

estado de São Paulo, foi inaugurado em 2 de julho de 1997. Por muitos anos o 

laboratório foi a única fonte de luz síncrotron existente em todo o hemisfério sul.  

A instalação é operada pela Associação Brasileira de Tecnologia de Luz 

Síncrotron (ABTLus) mediante um contrato de Gestão assinado com o Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) e o Ministério da 

Ciência e Tecnologia (MCT).  

O acelerador do LNLS conta com doze dipolos acoplados à uma tubulação com 

alto vácuo em forma de um dodecágono, polígono regular com 12 lados. Cada um 

desses dipolos curva a trajetória dos elétrons em 30 graus. Na tabela B.4 estão 

relacionados os principais parâmetros do anel de armazenamento de elétrons. 

O objetivo desse laboratório é fomentar o desenvolvimento científico e 

tecnológico, colocando ao alcance de pesquisadores do Brasil e do exterior infra-

estrutura de luz síncrotron, microscópios eletrônicos de alta resolução, microscópios de 

varredura de ponta e espectrômetros de ressonância magnética nuclear. A figura B.7 

mostra uma panorâmica do anel e a disposição de algumas linhas de luz no LNLS. 

 

Figura B.7– Visão panorâmica do anel de luz no LNLS 

No LNLS existem quinze estações experimentais que oferecem ótimas 

condições para pesquisas com nível de competitividade mundial, instalações de apoio, 

hospedagem e apoio financeiro a pesquisadores e projetos de pesquisa. 
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Tabela B.4- Principais parâmetros do anel de armazenamento de elétrons 
Parâmetros Quantidade Unidades 

Energia de operação 1,37 GeV 

Energia de Injeção 120 MeV 

Corrente de elétrons (máxima) 175 mA 

Circunferência 93,2 m 

Diâmetro médio 29,7 m 

Simetria da rede magnética 6 - 

Frequência de revolução 3,2 MHz 

Frequência de RF 476 MHz 

Emitância natural 100 nm.rad 

Sintonia bétatron horizontal 5,27 - 

Sintonia bétatron vertical 2,17 - 

Frequência síncrotron (p/ tensão de 400 kV) 24 kHz 

Cromaticidade natural horizontal -7,8 - 

Cromaticidade natural vertical -9,5 - 

Fator de compactação de momentum 0,0083 - 

Dispersão natural de energia 0,07 % 

Tempo de amortecimento bétatron horizontal 7,8 ms 

Tempo de amortecimento betátron vertical 7,5 ms 

Tempo de amortecimento síncrotron 3,7 ms 

Raio de curvatura dos dipolos 2,735 m 

Campo Magnético defletor 1,67 T 

Número de dipolos 12 - 

Número de trechos retos para dispositivos de inserção 4 - 

Comprimento livre para dispositivos de inserção 2,95 m 

Perda de energia por volta nos dipolos 114 keV 

Potência total irradiada nos dipolos (p/ I=100 mA) 11,4 kW 

Energia crítica dos fótons emitidos nos dipolos 2,08 keV 

Tempo de vida do feixe 15 h 

Nas instalações do LNLS, são realizados experimentos que contribuem para 

ampliar os conhecimentos nas áreas de Física, Química, Engenharia, Meio Ambiente, 

Arqueologia, Biologia, Medicina entre outras. 
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As amostras foram analisadas através da técnica SRTXRF na linha XRF no 

LNLS. A linha XRF é o dipolo magnético D09B do anel de armazenamento. As 

características desta linha são apresentadas na tabela B.5. 

Tabela B.5- Características da linha de luz síncrotron D09B-XRF do LNLS 

XRF (4 - 20 keV) Características 

Aplicações 

- Análises químicas de elementos traço (Z>14) em ciências 
ambientais, biológicas e materiais, perfil de profundidade química de 
filmes finos e mapeamento químico. 
- Resolução espacial a 20 µm de. 

Fonte - Ímã defletor D09B (15º), σy = 0,222 mm.  
- Fluxo na amostra = 4.109 fótons.s-1 a 8 keV. 

Monocromador Monocromador de corte por canal (channel-cut) 

Cristais 
- Si(111): (2d=6,217 Å): 4-14 keV (E/∆E=2800) 
- Si(220): (2d=3,84 Å): 5-23 keV (E/∆E=15000) 

Detectores 
- Câmaras de ionização 
- Detectores de estado sólido: fotodiodos, HPGe com resolução de 
150eV e Si(Li) com resolução140 eV (ambas à 5.9 keV) 

Óptica - Capilar com 20 µm de resolução espacial 

Manuseio das 
amostras 

- Estações para experiências com incidência de feixe rasante e 
mapeamento bidimensional, ambas com controle de posicionamento 
de amostras 
- Câmara de vácuo (10-2mbar) com geometria de excitação 
convencional (45º- 45º) 
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APÊNDICE C 
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APÊNDICE D 
ARTIGO ISPR2012 
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