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Usando a técnica de fluorescéncia de raios X pitexéo total com radiacao
sincrotron (SRTXRF) no Laboratorio Nacional de L8mcrotron (LNLS), foram
medidas as concentracdes de elementos traco emno deabes de pele: ceratose
seborréica, pdlipo fibroepitelial, hemangioma raldermatose papulosa nigra. Através
da andlise de espectros de 64 pares de amostiasyicatendo sido colhido do mesmo
paciente, foi possivel determinar e comparar asastracoes de P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn
e Rb em pele sadia e lesdes em relacdo a um patizéimo de Ga. A fluorescéncia de
raios X foi induzida por um feixe branco com enasgentre 4 e 20 keV e o angulo de
incidéncia ideal do feixe sobre as amostras fostaflo em aproximadamente 1 mrad
via incrementos de 1Qrad. Os espectros foram processados peftware AXIL do
pacote de analise quantitativa da Agéncia Inteomatide Energia Atdmica (AIEA). Os
resultados mostraram diferencas significativas migsis de P, Ca, K, Fe e Cu, bem
como uma tendéncia comum em suas variagoes entm@sras de lesbes e controle
das doencas de pele estudadas. Esse trabalho gieispeapresenta uma importante

ferramenta que pode ser Util para pesquisas dedselermatologicas.
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Using the synchrotron radiation total X-ray fluaresce (SRTXRF) technique at
Brazilian National Synchrotron Light Laboratory (LR), the concentrations of trace
elements were measured in four skin lesions: skbmrikeratosis, fibroepithelial polyp,
cherry angioma and dermatosis papulosa nigra. Dhrepectral analysis of 64 pairs of
samples, each one having been collected from thee gzatient, it was possible to
determine and compare concentrations of P, S,&,FRe, Cu, Zn and Rb in healthy
skin and lesions in relation to an internal staddair Ga. The X-ray fluorescence was
induced by a white beam with energies between 428nkleV and the ideal incidence
angle of the beam was found at approximately 1lrsadg increments of 10rad. The
spectra were processed by the AXIL software packageuantitative analysis of the
International Atomic Energy Agency (IAEA). The r#su showed significant
differences of P, Ca, K, Fe and Cu levels as wselh @ommon trend in their variations
between lesion and control samples of the skinadise studied. This research revealed
a powerful tool that can be useful for skin disosd@search.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1-Introducéo

Para realizar as medidas experimentais, o Labavatde Instrumentacao
Nuclear (LIN/COPPE) teve aprovado o projeto DO9BFX$323 submetido ao
Laboratério Nacional de Luz SincrotrobNLS), localizado em Campinas/SP, para
utilizacao da linha XRF de fluorescéncia de raioOXLIN, laboratorio de exceléncia
na area de fisica nuclear aplicada, mantém divdnsiags de pesquisa que utilizam
técnicas analiticas atdmicas e nucleares desde @988do se iniciou a linha de
fluorescéncia de raios YANJOS et al., 20004.

O trabalho foi desenvolvido buscando um conjunto pdecedimentos que
permitisse avaliar as concentracdes de elemenfosaps em tecidos de pele humana
e, usando amostras pareadas do mesmo pacientearemrapas composi¢des quimicas
e variagbes em quatro tipos de lesBes dermatoRgimeratose seborréica, polipo
fibroepitelial, hemangioma rubi e dermatose pamulosgra. A técnica analitica
escolhida foi a SRTXRF, ou seja, a fluorescéncisades X por reflexdo total com uso

de um feixe branco de radiac&o sincrotron, na tese,energias entre 4 e 20 keV.

Como o projeto envolve analise de amostras de p&l#\ firmou um acordo de
cooperacao com a clinica AMADERM (Clinica de Demlhagia e Medicina Avancada
Adriana Moura de Aquino) para a coleta das amosiesém como consulta de seu
banco de dados na expectativa de tentar identifialores que pudessem estar

associados as lesdes ou influenciar sua composicao.

Foram avaliadas as concentracdes de P, S, K, C&Ur&n e Rb em 64 pares
de amostras de pele composta de tecidos saudaveis de lesdes, cada um coletado a

partir do mesmo paciente, ou seja, S840 amostrasias.

O projeto de pesquisa desta tese foi submetidooaut€ de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho daRJFCEP-HUCFF), registrado sob
namero 159/09%tendo sido sua execucao integralmente aprovadsgpsfazer todos os
requisitos da resolucdo CSN 196/96 do ConselhooNatide Saude da Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do MinisigiGalde.



A originalidade da tese provém da aplicacdo da FRHXao estudo da
composicao da pele sadia, e de lesdes de pele pauogesmo ndo estudadas, assim
como também da possibilidade de terem sido avaliasaostras pareadas, ou seja,
terem sido comparados os elementos traco contidedesdes e em tecidos saudaveis

do mesmo paciente, que foram separadas e retdaddsordas das lesdes.

1.2-Os elementos trago e as doencgas dermatolégicas

As pesquisas sobre a composicdo multielementaedédos do corpo humano
tém grande importancia para area biomédica, umajvezestes elementos podem ser
essenciais as suas fisiologias. Véarias doenca® ebtdtamente associadas com a
deficiéncia ou excesso desses elementos, o que ederir diretamente no

metabolismo em seres humanos.

Estudos comparativos das concentracdoes elemergates amostras tecidos
humanos sadios e com lesbes sdo escassos. Além adléssalores apresentados em
pesquisas realizadas por diferentes métodos difereito entre si, principalmente por

causa das imprecisdes inerentes a cada método.

As concentracfes de alguns elementos em tecidasrpagresentar diferencas
se comparadas aos sadios. Estudos mostram que naentracdes elementares
desempenham um papel crucial em um grande nimenzilmas que estao envolvidas
na evolucéo das doencas e seu tratan(@h&ODORAKOU et al., 200§.

A escolha da técnicBRTXRF foi feita pelo fato dela nos permitir investigar
pequenas quantidades de tecido com precisao, aunsagsas da ordem de décimos de

miligrama.

1.3-Doengas de pele estudadas

As doencas de pele estudadas sdo a ceratose s=hqgo@ipo fibroepitelial,

hemangioma rubi e a dermatose papulosa nigra.

A escolha dessas lesdes como objeto de estudeitibidievido a:
a) necessidade de amostras de lesbes de pelenjgsaa as pesquisas e estabelecer um
conjunto de procedimentos para analisar tecidgsetke visando, futuramente, abordar
0S neoplasicos;
b) facilidade de se coletar as amostras e com W&&0 para 0s pacientes, ja que nao ha
malignidade envolvida e, portanto ndo h& necessidacencaminhamento para biopsia;

2



c) alta frequiéncia de ocorréncia desses tipossiesede pele em humanos que, apesar

disso, sdo muito pouco ou mesmo ainda néo estudadas

1.4-Justificativas para a realizagéo da pesquisa

Dados sobre a composicao elementar de amostradalsgulia e com lesdes sdo
escassos, mas de grande importancia para estudgna®ldgao, tratamento e prevencao
de doencasTHEODORAKU et al., 200§. A aplicacédo da técnica utilizada, inédita em
pesquisas de pele, foi ajustada as caracteristiesse tipo de tecido visando analisar

patologias cutaneas para, futuramente, incluircaplasias.

Os resultados obtidos com as amostras pareadas, mar literatura, foram
comparados entre as quatro doencgas abordadastrabstdo. A expectativa € de que,
futuramente, possam ser comparados com os de @aginde outras populagdes, com
outras doencas dermatologicas benignas, mas pin@pte malignas, como o
carcinoma basocelular e o melanoma, que possuiralice de letalidade. Desta forma
seria possivel se observar se as diferencas entrenaentracdes em tecidos normais e
com les@es, deste e de outros trabalhos, sdo @dsticas pontuais ou gerais.

A fluorescéncia de raios X (XRF) é uma técnica iéical multielementar
bastante difundida com aplicacbes em varias araasié&hcia e da tecnologia. Tem
como principio fisico basico a producdo de raiosakacteristicos emitidos por atomos
de um elemento presente em uma amostra quandad®mte excitada, neste caso, por

radiac&o sincrotron.

A técnica escolhida para analisar as amostras, T&BR, € uma variante da
XRF convencional que tem maior poder de detecg&age uma técnica de preparagado
de amostras mais simples. E uma técnica bastanfé&wel em analises em nivel de
partes por milhdoug.g') e que permite a determinacdo da composicdo nemtentar
de amostras com aplicacbes no meio ambiente, nat@dgia, na Medicina, entre
outras PRANGE, 1989. Outra vantagem em relacéo aos trabalhos j&zeshls € que
a técnica empregada aqui € muito mais apurada &maceas outras técnicas de
fluorescéncia, devido ao padréo de galio que éjmrado as amostras. Além disso, ela
é perfeitamente adequada as analises de amostnas&ssas pequenas, caso da pele.

Obedecendo estritamente aos critérios éticos, nclei isigilo, conforme a

resolucdo 1 196/96 do Conselho Nacional de Saude, a clinicademm forneceu as



amostras de lesdes de pele e disponibilizou parted banco de dados para se tivesse
acesso aos resultados de exames de rotina dowsugai pesquisa. Dentre eles estao
resultados de exames de sangue, bidpsias, par&matymétricos, etc. Todos o0s

exames sdo normalmente pedidos pela clinica indepggmente deste projeto.

A preparagdo das amostras para armazenamento ceocgdos lavagem e
liofilizag&o, assim como o processamento dos dadasandlise dos resultados foram
realizados no Laboratorio de Instrumentacdo Nugldél) do Programa de Engenharia
Nuclear da COPPE/UFRJ.

O processamento das amostras para a confeccaoceflietores foi feito no
Laboratério de Quimica de Apoio aos Usuérios (LQAdlle, em seguida, foram

analisadosialinhadefluorescéncid09-XRF.Ambasasinstalacbesao do LNLS.

1.5- Elementos quimicos essenciais para a vida humana

Existe uma série de elementos quimicos que saadesados essenciais para a

vida humana. Mas, para que seja considerado cdnuetee-se verificar se:

a) a ingestao insuficiente do elemento quimico prowteficiéncias funcionais

reversiveis se o elemento retornar a suas con¢céegadequadas;

b) perante a auséncia do elemento, o organismo ®&cecnem completa seu

ciclo vital;

c) o elemento influencia diretamente o organismovagalos seus processos

metabodlicos;

d) o mesmo efeito no organismo ndo pode ser conseguad nenhum outro
elemento. GIBSON, 1989, ANDERSON, 2002 e FRANCO, 2005

Alguns elementos quimicos ndo sdo essenciais afgesastarem presentes no
organismo. E comum e bastante provavel que um elense incorpore ao organismo
através da ingestdo ou inalacdo de compostos quEminedicamentos, pesticidas,
produtos derivados de solventes, etc. Dessa maodmdividuo pode a curto, médio ou
longo prazo, apresentar sintomas ou mesmo doeAcamalise da deficiéncia ou
presenca de um elemento quimico em tecidos do isrgané um estudo delicado

devido as pequenas concentracdes elementares iglagolda ordem de tracos.



Acredita-se que a importancia dos elementos qusnésta relacionada a sua
abundancia e acessibilidade. Qualquer elementa, edej essencial ou nao, pode ser
toxico a partir de certo limite. Para cada elemeqgtdmico hd uma faixa de
concentracdo considerada 6tima para o organiffBECE et al., 1999. Dentro dessa
faixa de concentracdo, 0 organismo € capaz de d@gen adequadamente as funcdes
que dependem deste elemento, mas quando o niv@mndentracdo € muito alto séo
produzidos efeitos tdéxicos que causam doencasraesimo a morte do individuo.

Ha diversos mecanismos que regulam os niveis iddaisada elemento e
controlam a absorgcédo, armazenamento e excrecadatnentos quimicos. O organismo
pode apresentar deficiéncia ou excesso de um elerdenido a dieta, problemas no
mecanismo de absorcdo e provavelmente devido éiétefia do mecanismo
homeostatico gerada por determinadas doencas. iAsipgais funcdes relativas os
tecidos epiteliais implicadas neste estudo, serBordadas nas discussdes dos

resultados, no capitulo 5.



Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo € apresentada uma revisdo de toabpliblicados que abordam
as concentracbes de elementos traco presentes @sirasnde tecidos humanos,

sobretudo pele e algumas de suas lesdes, analgaddiferentes técnicas analiticas.

2.1-Técnicas usadas na detec¢do de elementos em tecldamanos

Os raios X sédo usados em medicina e biologia desdalescoberta, em 1895,
por Wilhelm Conrad Rontgen, e, ainda hoje, é a nmj®rtante ferramenta para o
diagnostico e tratamento. Dentre as aplicacOeseasde pesquisa, ha diversas técnicas
que usam os raios X em andlises de tecidos humAfganas das principais sdo: o
espalhamento ComptoBPELLER et al., 1999, a difracdo $PELLER et al., 199J), a
transmissao, o contraste de fase, o espalhamdraicx@s angulos (SAXSHILLER et
al., 2006 SVERGUN et al., 2003, e a fluorescéncia de raios X (XRPJTTS et al.,
2005 e 2009. Todas elas se valem dos efeitos das interagégsralos X com as
amostras de forma a obter informacdes sobre suatwest e composicdo. O principal
objetivo dessas aplicacbes tem sido desenvolveasnovodalidades de diagndéstico
assim como melhor entender processos envolvidoevwducdo e tratamento de

doencas.

Alguns resultados provenientes de outras técnigbsadas a caracterizacao de
tecidos humanos séo citados como referéncias. ®elats tém-se a analise por ativacao
por néutronsGARG et al., 1994 NG et al., 1997, espectrometria de absorcédo atdémica
(ISBIR et al., 1995 JIN et al., 1999 e SANTOLIQUIDO et al., 1979 e emissao de
raios X induzido por protons (PIXEJQAHANSSON et al., 1987, (KWIATEK et
al., 1996 REDDY et al., 2002.

A técnica fluorescéncia de raios X por reflexaalt¢t XRF- total reflection X-
ray fluorescencefoi escolhida para ser usada na tese, em congomo a radiacao
sincrotron, adequadas as caracteristicas dos $eepiteliais, em especial, as pequenas
massas disponiveialGINGER et al., 1974 e 1975WOBRAUSCHEK et al., 1994,
STRELI et al., 2000, POTTSet al., 2009. A analise por TRXF é um método especial
de andlise por fluorescéncia de raios X por digmeresm energia (EDXRFenergy



dispersive X-ray fluorescenganas, que estende esta Ultima ao nivel de elesefita

traco, ou seja, concentracdes abaixo degh’. O limite de deteccdo depende da
guantidade de amostra excitada, na faixa de pinowga fentogramas, dentro da qual
se insere uma quantidade conhecida de um elemeaté gsado como padrao interno.

Assim é possivel analisar massas muito pequ&TRELI et al., 2009.

O surgimento da técnica TXRF permitiu um grandengwaas pesquisas em

elementos e tem como vantagens:

a- a significativa reducdo da radiacdo de fundoddewao espalhamento do
suporte da amostra, como um refletor de Lucite, gg@mplo, ja que ao se refletir

totalmente, ndo ha penetracéo do feixe incidente;

b- o sinal de fluorescéncia dobra ja que a ama@steacitada tanto pelo feixe

incidente na sua entrada quanto pelo refletidsuassaida;

c- 0 detector pode ser colocado bem proximo a am@stassim, aumentar a
eficiéncia de deteccdo devido ao maior angulo sd@tidra deteccdo da fluorescéncia
(GRIEKEN et al., 2002.

Outro avanco que impulsionou a técnica TXRF fotibzacdo de radiacdo ou
luz sincrotron ILEWIS et al., 1997, SUORTTI et al., 2003, STRELI et al., 2005e
2008, gerada por aceleradores de particula que védosmmstruidos em todo mundo
voltados também para promissoras aplicagfes nabéwesdica $UN et al., 2009.
Dentre as vantagens do uso da radiacao sincrodrarahia intensidade e estabilidade do
feixe e o fato de que esse maior brilho que persgtecionar e ajustar feixes de fotons
monocromaticos com uma largura de banda de eneggiamais estreita. Devido a essa
alta intensidade é possivel analisar amostras pagquem um tempo relativamente
curto. As caracteristicas dessa radiacdo constiteeormes avancos para diversas

aplicacdes biomédicas.

2.2-Elementos trago em tecidos humanos

Diversos trabalhos tém sido realizados atravégad®das que utilizam radiacdes
na analise de amostras biologicas tentando eluquis elementos sdo relevantes, ou
se sdo encontrados em concentracdes mais altasa®u baixas em tecidos com
patologias quando comparados aos saudaVEiE QDORAKOU et al., 2008.



Em todos os trabalhos foi constatada uma assocEw#e os niveis de certos
elementos trago em tecidos humanos na incidéncieadas doencas. E sabido, por
exemplo, que a concentracdo de alguns elementgs #m tecidos cancerosos €
diferente daquela encontrada em tecidos saudaMeBHRT et al., 19949.

Diversos pesquisadores abordaram tecidos humanosm@o de técnicas de

excitacdo da amostras induzindo a fluorescéncraraleutras técnicas analiticas.

Em novembro de 199KWIATEK et al. (1996 iniciou estudos preliminares
sobre cancer renal buscando diferencas nas coac@esr de elementos traco entre o
tecido normal e canceroso por meio da técnica SR¥¢Rchrotron radiation induced
X-ray emissiopcom feixe branco. Foi verificado que as conce&diea de Cd, Cr, Ti, V,
Cu, Se, Zn séo mais baixas no cancer. O inversab&ervado para o Fe.

MARQUES et al. (2009 tracou o perfil elementar de dentes de pacientas co
insuficiéncia renal por meio da técnica SRXRF, isaado a influéncia do tratamento
de didlise ao longo do tempo. As concentracOesezitares de Ti, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Se, Br, Rb Sr e Pb em partes diferentes dagsléos pacientes sao correlacionados
com os valores de pessoas saudaveis. Foram erdmmimaveis bem mais elevados de
Pb na pulpa nos pacientes do que em individuosaseisd As concentracées de Mn,
Fe, Cu e Se eram equivalentes entre os dois grepgsanto que as concentracoes de
Ti, Co, Ni, Se, Br e Rb foram muito baixas em paige submetidos a longos periodos

de tratamento.

Amostras de tecidos benignos e malignos do pulm@ant analisadas pelas
técnicas PIXE e TXRAQUBALA-KUKUS et al., 1999. As concentragdes de P, S, K,
Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Sr, Pb e Hg foramtedninadas em amostras de
carcinoma e tumor benigno de 65 e 5 pacientesecdspmente. Verificou-se aumento
nos niveis de alguns elementos em tecidos cancedasmulheres em comparagcao com
0s homens, isto €, apresentou niveis de Ti, Cr aridis altos e, a0 mesmo tempo, as
concentracdes de Sr e Pb declinaram na populagéoifa.

CARVALHO et al. (200) comparou tecidos humanos saudaveis e com
neoplasias, incluindo amostras de figado, com ajlaka técnicas SRIXE, EDXREF,

PIXE, e obteve resultados muito proximos.



A patogénese do cancer de prostata foi investigada auxilio das técnicas
complementares SRIXE e XANES com o intuito de esieei® papel de elementos trago
no stress oxidativo e ajudar a compreender o pdpeéstado de oxidacdo do Fe
subjacente & oncogéne$d\IATEK et al., 2005. Mais recentement&EITAO et al.
(2007 utilizaram a técnica SRTXRF para analisar as cdnagies de P, S, Cl, K, Ca,
Fe, Cu, Zn, Br, Rb em amostras de 45 paciente$ de8% anos.

Amostras de intestino foram analisadas por TXRFet@rminagédo de Fe, Se,
Zn e Cu em tecido canceroso e polipo colorretalifid€CHARZEWSKI et al. (2003a
e 2003h) avaliando a relacdo entre os niveis de elemenég®, a localizacdo de
neoplasias e o estagio de seu desenvolvimentoordentracdes destes oligoelementos
foram examinadas em 67 pacientes com céancer clbmeem 42 pacientes com

polipos do colon e do reto.

KUCHARZEWSKI et al. (20039 investigaram, usando a técnica de TXRF,
diferencas entre as concentragdes de Cu, Zn e Sangue e tecido tireoidiano de
pacientes com diferentes disturbios da tiredidecdrwentracde de Zn e Se em cancer
de tiréide foram significativamente menores quepacientes saudaveis. Além disso, as
proporcdes meédias de Cu/Zn e Cu/Se no cancer d@detiforam significativamente

mais elevados do que nos pacientes com outras aodedgiroide.

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

em tecidos cancerosos e benignos de mama, pulm@o @testino (colon) e

compararam-nas entre tecidos cancerosos e benignaseesmo 6rgdo, também entre
tecidos cancerosos e benignos provenientes desidiésr 6rgdos. Comparando tecidos
benignos e com os malignos, diferengas signifiagtitoram encontradas entre as
distribuicdes das concentracdes de Fe e Se na rhamasomo para o Cu e Zn, no caso
dos tecidos pulmonares e, para tecidos do colafn.0As concentracdes de Fe e Cu
foram estatisticamente diferentes nos tecidos pudmes do cancer de colon. Para
tecidos benignos do pulméao e cdlon foi encontrédtgaagdo significativa somente para

oZn.

Amostras de tecidos de mama normal e com neoplasaan estudados por
RIZK et al. (1984 em 25 pacientes submetidos a mastectomia. Fonafis@dos 0s
niveis de Ca, V, Cu, Zn, Fe, Cr, Mn, Ni, Se, Mo, Bb, Sr, Hg, As e PIKIDANE et
al. (1999)analisaram 100 amostras de tecido mam@ASTRO et al. (2004 analisou



as propriedades de disperséo de diferentes telsidnanos, incluindo mama, de acordo
com as classificacdes histolégicas. Foram medidagsainaturas do espalhamento
coerente de tecidos saudaveis e neoplasicos de,nidena e rins através da radiacao
sincrotron na linha XRD2 do LNLS.

No sangue,CANELLAS et al. (200§ aplicaram a técnica SRTXRF para
analisar soro de pacientes com leucemia mielOide geeterminar as concentragées dos
elementos P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Bne Rb. Observaram que a presenca
dos elementos P, S, Ca, Cr, Mn, Fe, Cu e Rb elemafiteriram significativamente
entre grupos de individuos saudaveis e pacientes a&a@oenca. Através da técnica
TXRF, MARTINEZ et al. (2009 determinaram as concentracdes de S, Ca, Cu,lZn, R
e Pb em amostras de sangue de individuos da zdnapaigana do vale do México. As
concentracdes de K e Br foram altas possivelmeatedd a habitos alimentares e
fatores geograficos ou ambientdf$1UDER et al. (2012 utilizaram a técnica EDXRF
para determinar os niveis de S, Cl, K, Ca, Fe,ZbuBr, e Rb no sangue de pacientes
com leucemia e voluntarios saudaveis e mostrou ajueoncentracdo média dos
elementos estudados foi significativamente maigabam pacientes com leucemia que

nas amostra de controle.

CARVALHO et al. (1998, através da técnica EDXRF, analisaram amostras de
tecido humano de cadaveres (cabelo, figado, ossn)ecoletados logo apds a morte
clinica e os elementos Mn, Fe, Cu, Zn, Sr, As, Bbdoram relacionados. No cabelo,
houve uma significativa diferenca na concentragidrentre homens e mulheres. Para
as amostras de 0sso, Zn, Sr e Pb apresentaranecaaeom a idade. Descobriu-se
uma correlacdo positiva entre Fe e Pb e negatitra €n e Pb em amostras de figado.
Para as amostras de rim, constatou-se forte cofielgositiva entre Zn e Fe e entre Cu

e Zn enquanto que uma correlacéo fraca entre Rb e P

CASTRO et al. (2009 utilizaram a distribuicdo angular de espalhamento
coerente para feterminar as propriedades de dé&pers diferentes tecidos. Foram
levantadas as assinaturas de espalhamento coetentecidos saudaveis e com

neoplasias de mama, utero e rins utilizando radiag&crotron no LNLS.

KWIATEK et al. (1996, 2002 determinaram e compararam as concentracoes
de elementos em tecidos renais, com e sem neaplasiizando a técnica de emissao

de raios X induzida por radiacao sincrotron SRIX¥n¢hrotron radiation-induced X-
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ray emissiop com feixe branco. Imagens de escaneamentos mdiorais sao

apresentados para ilustrar as diferencas entrdogegerfundidos e nao-perfundidos.
Esse estudo avaliou que as concentracdes de Cdi, ©,Cu, Se e Zn sao mais baixas
nas amostras com cancer que nas sadias com indieigse o Cd é acumulado nas

células, e ndo no sangue, mas, para o Fe, o dontrar
2.3-Elementos traco em pele normal e com lesdes

As informagdes sobre concentracdes elementareg@dos$ epiteliais normais
ou com lesdo sdo escassas e, no caso das lesd@mdast praticamente inexistentes.
Para essas lesbes ndo ha artigos publicados gliseanas concentracdes elementares
por meio da técnica de SRTXRF. Ha poucos valoressaptados em artigos cientificos
obtidos por outros métodos e que diferem muitodossoutros. A obtencdo de valores
precisos pode ser Util ja que tem sido notado ¢feeagbes na concentracédo de alguns
elementos estdo frequentemente associadas a divlesaes, e elementos traco
desempenham um papel crucial junto a um grande nolde enzimas envolvidas na

evolucéo das doencas e seu tratamento.

O primeiro estudo da composicdo da pele foi pudbicpor BROWN et al.
(1927 que analisaram amostras retiradas de cadaveres asdamostras eram
calcinadas e as concentragcfes dos elementos aorissteram determinados por meio

de processos quimicos.

MOLOKIA et al. (1969 utilizaram a técnica nuclear de ativacédo por nogst
para determinar 0os niveis de Zn em 36 amostrasetke qormal proveniente de
cadaveres e sugeriram que este elemento desempenhgapel importante no

metabolismo da pele humana.

MOLIN et al. (19739 determinaram as concentracdes de Co, Zn e Cu am pel

normal e com psoriase, e, repetiram o estudo paedMOLIN et al. , 1973b.

GORODETSKY, R. et al. (1986) usando a técnica de emissdo de raios X
induzida por radiacdo sincrotram vivo DXS (diagnostic X-ray spectrometry in viyo
estudaram amostras de 45 pacientes com lesOeslale mompararam 26 amostras
sadias de controle. Encontraram diferencas nasotmacdes de Zn, Cu e Fe entre pele
normal e lesbes dos tipos dermatite solar, ceradok®, carcinomas baso-celulares,
melanoma, nevos pigmentados e lesbes ndo maligaazidas pela luz solar. Foi
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detectado que as concentracfes de Fe e Zn eraadatepara lesbes nao malignas
induzidas pela luz solar. Nas lesdes malignas, s\ @gmentados, dermatite solar e
ceratoses as concentragfes de Fe e Cu eram tandé&dos, mas a média era menor
do que as ndo malignas. As concentracfes de Fe,ZDunos melanomas revelaram-se

aumentadas se comparadas as amostras de conttetedds sadios.

SHESKIN et al. (19819 usando também DXS avali@sconcentracdes de Zn,
Cu e Fe em pele de pacientes com prurigo antepasdge tratamento com talidomida.
Verificaram que antes do tratamento as lesdes #g®iopossuiam niveis
significativamente mais altos de Zn e Fe que aSekesnenores. Sob tratamento, as
concentragdes desses elementos voltaram aos noremsis, ja os niveis de Cu ndo se

alteraram.

MICHELSON et al. (1980, retiraram biopsias tangenciais de pele delgada d
40 sujeitos sadios e analisaram sua composicaeéata espectroscopia de absorcao
atdbmica (AAS- atomic absortion spectroscopy) deirggnam a concentracdo média de
Zn na epiderme em G@8g/g em amostras secas, e concluiram que essa t@uéenera

muito mais alta na camada superior.

SHESKIN, J. et al. (1981, na mesma linha, mediram esncentracdes de Fe,
Zn, Cu na pele de pacientes com lepra nos locaitedées antes e depois de tratamento
com talidomida, e compararam com 0s niveis dedseseatos na pele de individuos
sadios. Nenhuma alteracao significativa foi dettactaos niveis de Cu em tecidos com
lepra. Os niveis de Zn encontrados estavam sigtifamente alterados em algumas
lesbes, mas sem apresentar um padrdo. Em cont@stea rapida melhora clinica

devido ao tratamento, os niveis de Fe continuamameasmos apos longo periodo.

KURZ et al. (1987 estudaram o perfidas concentracdes elementares em
diversos estagios de tecido de pele com psoriaseoAcentracdes de P, K e Zn eram
significativamente mais altas em comparacéo cone@dos sadios. As concentracdes
de Fe eram menores em placas de psoriase maiasamig concentracées de Cl na

epiderme permaneceram inalteradas.

WERNER-LINDLE et al. (1999, usando as técnic&XE (préton induced
X-ray emissiop e XRMA (X-ray microanalysis em microscopio eletrénico),
compararam as concentragdes de Zn, Ca e Fe eg@iessgansversais congeladas de

amostras pele normal e com psoriase e também pasgui suas distribuicoes.
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Relataram anormalidades nos tecidos lesionadas tentlistribuicdo quanto nos niveis

desses elementos, relatados muito mais altos.

Entretanto, embora haja diversos trabalhos sobwe®maposicdo de tecidos
epiteliais, ha poucos dados publicados sobre a asigin de lesdo de pele do tipo
ceratose seborréica, sobretudo utilizando técndmsfluorescéncia, em especial a
SRTXRF. Quanto aos outros tipos de lesbes estudpdizo fibroepitelial, dermatose
papulosa nigra e hemangioma rubi, dados de sugsosigies sao inexistentes.
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Capitulo 3

FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1-Estrutura da pele

A pele € um 6rgao externo que reveste o organismmaho e prové protecao as

estruturas internas contra agressoes ex()genas.

Em anatomia, € um 0Orgao integrante do sistema tegiam juntamente com o
cabelo e pelos, unhas, glandulas sudoriparas eeshague atuam na protecdo dos
tecidos subjacentes, regulacdo da temperatura isamnégserva de nutrientes e ainda

contem terminacdes nervosas sensitivas.

A pele constitui o maior 6rgdo do corpo humanopeagenta aproximadamente
16% do peso corporeo, com variacoes estruturdisngo de sua extensio. E composta
por trés camadas interdependentes: a epidermeiseertarna, a derme, intermediéria;
e a hipoderme ou paniculo adiposo, que permiteagpele se movimente livremente

sobre as estruturas mais profundas do corpo.

Tecido
subcutaneo

Epiderme —

)

y il

D 2 ; uf.' :-' ) -
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Figura 3.1-Estrutura da pele

A pele desempenha diversas fun¢des no organismar@momo nos sistemas

imunologico e sensorial, e também na protecdo @&ordrkdgenos, excrecao,
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termorregulacéo, hemoregulacédo, metabolizacdoeg®are renovacdo dos tecidos de

revestimento.

Uma descricdo mais completa dessas funcdes da gssien como outras
informacdes detalhadas sobre sua estrutura, paslatais comuns, dentre outras, sao
apresentadas no Apéndice B.

3.2-Lesdes de pele estudadas na tese

3.2.1-Ceratose seborréica

E a lesdo dermatologica benigna mais frequenteopal@céo branca, e cujo
tratamento envolve sua retirada por processo @iirg que, muitas vezes, resulta em
grandes cicatrizes. Trata-se de um crescimentaca@ceroso benigno da pele que se
origina a partir dos queratinocitos que sédo céldiéerenciadas do tecido epitelial e
invaginacdes da epiderme para a derme, como o$osabainhas, responsaveis pela
sintese da queratina. A figura 3.2 mostra algumasds de manifestacdo da leséo.
(disponivel em www.dermatologia.net, 202

e "
llll'llll]lll

2! 3V (em)

ca.

A incidéncia da ceratose seborréica ocorre prihtipate no tronco, face e
membros, e tem aparéncia de placas verrugosasasolaa epiderme com cores

15



variando de amarelo escuro ao negro. Suas dimensdemlmente variam de 1 a 50
mm de didmetro. Algumas vezes surgem dezenas ddegdesdes que podem cobrir
areas extensas. Pode ocorrer sangramento, inclesodacdo, inflamagfes em
consequéncia de traumas e, mais raramente, infemg@mdaria, tornando as lesdes

eritematosas, crostosas e doloridas.

Quando surgem subitamente mdultiplas lesbes de famptiva, pode haver
relacdo com tumores malignos internos. Esta mdag@&e caracteristica constitui o
sinal de Leser-Trelart, considerado manifestacaoang@plasica podendo estar
associado adenocarcinomas gastricos ou de colammamas de mama e linfomas. Este
sinal seria consequéncia de secrecao de fatoreesi@mento epitelial pelo tumor. As
ceratoses seborréicas devem ser tratadas se dpresercrescimento perceptivel, se
estiverem localizadas em areas de atrito com gsasoau acessorios, quando podem
ferir e inflamar, ou, por motivos estéticos, jA q@® lesbes escuras e que podem ter

aspecto desagradavel.

O tratamento vai depender do diagnéstico, tamanboaatidade de lesdes, e
pode ser feito através do uso de substancias qdn{icauterizacdo) quimica, ou
congelamento com nitrogénio liquido ou criocirurgia mesmo cirurgia, dentre outras
opcdes. Quanto mais cedo for feito o diagndsticoasequentemente, menores forem

as lesdes, mais facil sera o tratamento.

3.2.2-Pdlipo fibroepitelial

Também chamado de acrocérdon, é o mais comum dantiemores fibrosos.
Sao polipos macios da cor da pele ou bronzeadosapreem frequentemente nas areas
intertriginosas e que aumentam de tamanho e dernlaelongo do tempo. A figura

3.3 mostra imagens da les&@isponivel em www.dermatologia.net, 2012

Apresentam-se na forma de papulas filiformes deéslran de tamanho, da cor
da pele ou castanho avermelhada ou castanho esocafizadas principalmente no
pescoco, palpebras, porcao superior do troncolasaxiodendo ocorrer em pequeno ou

grande numero.

Os polipos fibroepiteliais, um quadro frequente geealmente surge na meia
idade, sdo mais comuns nas pessoas idosas, nasresyllespecialmente durante a

gravidez, e nos doentes obesos.
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Embora assintomaticos, podem se tornar incObmodatolerosos apdés um
traumatismo como friccdo ou tor¢do. Quando h& todgépedunculo geralmente ocorre
necrose, quando podem adquirir coloracdo escums B#o lesbes benignas e soé

requerem tratamento no caso de existirem sintom@®omotivos cosméticos.

Figura 3.3- Pdlipo Fibroepitelial

A histopatologia revela epiderme normal recobrilmdoentro fibroso-vascular
constituido por colageno frouxo ou denso e coms/asatrais dilatados. A diagnose é
clinica e apenas excepcionalmente se recorre@phistiogia.

Na diagnose diferencial eventualmente podem sesideradas as lesGes
papulosas da sindrome de Birt-Hogg-Dube, da singelrden Cowden, angiofibromas,
nevos celulares e ceratoses seborréicas, podefacierente diferenciadas através de
exame histopatoldgico. O tratamento consiste rteoeissecacao das lesdes, exérese ou
criocirurgia com nitrogénio liquido.

3.2.3-Hemangioma rubi

Também chamados de hemangiomas senis, angiomas aegiomas rubi ou
manchas de Campbell de Morgan, sdo tumores vassulanignos bastante frequentes
na populacdo. Seu surgimento costuma ser impevegpibis se localizam, geralmente,
em locais de dificil visualizacdo como dorso ouroocabeludo. A figura 3.4 mostra
imagens da lesadiéponivel em www.dermatologia.net, 2092
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Figura 3.4 Hemangioma rubi

Embora ndo haja dados precisos quanto a sua pmeimlém um estudo
realizado na Australia a frequéncia foi de aproxiamente 55%. As lesbes costumam
surgir na idade adulta e aumentar em tamanho erjaiém de se modificarem com o
envelhecimento. Constitui uma das principais dessedt do idoso, juntamente com

lesdes de ceratose seborréica.

Clinicamente, podem surgir na pele com aspecto lbame a petéquias,
maculares ou planas. Com o tempo, apresentam-se papulas esféricas de cor
violacea ou vermelha brilhante e ndo sdo compreissi vitropressdo. Medem, em
geral, de 1 a 5 mm, sdo assintomaticas e sdo eadastmais frequentemente no tronco

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

O hemangioma rubi, ao exame histopatologico, aptasse como proliferacdes
vasculares do tipo capilar ou vénula po6s-capilempostas de uma camada de células

endoteliais sob epiderme normal.

Apesar de sua alta prevaléncia, pouco se sabe aqgiamgénese dessas lesdes.
Alguns trabalhos relatam o surgimento de erupcdessel tipo apos exposicédo
prolongada a substancias com componentes a bas@metos, gas mostarda, alguns
tipos de solvente, como o 2-butoxietanol, e apasnento de vitiligo com mostarda
nitrogenada. A influéncia hormonal também foi sidgeem trabalho com gestantes que
desenvolveram hemangiomas rubi e em pacientes ¢abetd melito, nos quais as
lesbes sdo mais numerosas e volumdBaRNS et al. 2010.

Embora reconhecidas como lesbes benignas, em agwitaacdes 0s
hemangiomas rubi podem ser marcadores de doengassgrMuitos trabalhos tém

apresentado a associacao dessa doenca com dost&ascas e, inclusive, mostrado o

18



valor investigatorio destas lesfes, uma vez quermoeévar ao diagnodstico de outras

enfermidades.

Em trabalho apresentado pOBAYASHI et al. (2000, um paciente com
sintomas neuroldgicos inexplicaveis por métodosindagem teve o diagndstico de
linfoma angiotrépico cerebral confirmado através @dteracbes no exame
histopatolégico de angiomas existentes no tronoouBa publicagdo sobre um homem
de meia-idade com episddios recorrentes de vertigdosea e vOmitos e com exames
de imagem mostrando hemorragia pontina e mas fd@®sacavernosas, apresentava
centenas de lesdes tipo hemangioma rubi no c&pATTERBUCK et al. 2003.

Outra enfermidade, a sindrome POEMS (polyneuropabhganomegaly,
endocrinopathy monoclonal gammopathy skin changps), consiste de um disturbio
multissistémico, com polineuropatia, organomegakadocrinopatia, elevacdo de
anticorpos monoclonais e alteracfes cutaneas, eapaeslo lesbes caracteristicas,

conhecidas como hemangiomas glomerulares.

A presenca de hemangiomas rubi com halos purpuacoseu redor pode
ocorrer em pacientes com amiloidose sistémica. aOassociacdo importante € a de
lesGes semelhantes no corpo, principalmente nadam@uro cabeludo, em pacientes
com histérico de carcinoma renal — uma vez que etastases cutaneas, presentes em
até 3,4% dos pacientes, podem mimetizar outrasaleses, representando um estagio
avancado da doenca, pois surgem em fase tard@njadisseminacao sistémica. O
manejo dessas lesbes depende da localizacdo, dpd®mtie presenca ou ndo de
desconforto pelos pacientes. Em alguns casos ériwelf observar a evolucdo das
lesbes, verificando se ha crescimento ou involigggmntanea, enquanto em outros as
lesbes podem ser tratadas por motivos estéticam/éat de laser, eletrodisseccédo ou
excisdo em caso de lesbes maiores, ou podem sadastpara exame histopatoldgico,

se houver suspeita de outra patologia.

Apesar dessas lesbes geralmente apresentarem smbrmigno e ndo serem
acompanhadas de sintomas, sugere-se que sejamvamaserquanto ao possivel
aumento de tamanho, disseminacdo pelo corpo engeeste outras caracteristicas
distintas. Em casos suspeitos, ou nos quais haj#ficagdo da morfologia das lesdes, é
aconselhavel que os pacientes procurem um médiomattdogista.
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3.2.4-Dermatose papulosa nigra

Trata-se de doencga benigna que representa uma fdinmea especifica da
ceratose seborréica. Pode se manifestar em quglgssoa, sendo mais frequente em
negros e mulatos, e predomina no sexo femininaurda forte componente familiar. A

figura 3.4 mostra imagens da lesé@sponivel em www.dermatologia.net, 202

O surgimento das lesbes podem se iniciar aindauvenjude, mas é mais
comum o aparecimento das primeiras lesdes na aidta.

As lesbBes sdo pequenas, elevadas, de cor marramaese preta, atingindo
principalmente a face e pescoco. Sao assintom&icasnecam formando pequeninos
pontos, do tamanho de uma cabeca de alfinete @geern progressivamente até cerca
de 2 a 5 milimetros de didametro. Podem se unirdodo placas maiores.

Figura 3.5- Dermatose papulosa nigra.

Novas lesbes vdo se formando ao longo da vida ealgmms casos, atinge um
grande numero, 0 que provoca consideravel prejetético, devido ao aspecto
resultante de pele manchada e cicatrizes no casraitfio. O quadro histopatolégico é
idéntico ao da ceratose seborréica, apenas condeyguantidade de melanina, e, em

geral, ndo h& pseudocistos cérneos. O tratametito @xtracdo cirdrgica e crioterapia.

No apéndice A sdo apresentados mais detalhes ssbfencdes e algumas
patologias comuns da pele humana.

3.3-Aluz sincrotron e a técnica TXRF

A luz ou radiagdo sincrotron, de natureza eletrovétice, € emitida quando

particulas carregadas com velocidades relativésteafrem aceleracdo radial. Sua
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utilizacao permite alcancar limites de deteccacsrbaixos do que quando se utiliza um
tubo raios X de alta poténcill{lOCKENKAMPER, 1996b ).

Algumas propriedades da radiagdo sincrotron coenézs para usos da TXRF:

1.

a kM 0D

© © N o

forma continua na faixa de energias do infravermalbs raios X;

alta intensidade;

alto grau de colimacéo;

polarizag&o linear no plano de orbita;

polarizacéo eliptica ou circular acima e abaix@l@mo da orbita para a
radiacdo magnética da curva;

tamanho da fonte é pequeno e determinado pelo debedétrons;
estrutura de tempo bem definida;

caracteristicas quantitativas conhecidas;

alta estabilidade de intensidade e posicao de.fonte

A técnica de fluorescéncia de raios X por reflet@al com radiacdo sincrotron

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

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

tinham massas em torno de 1mg. Entre outras vardag@ a diminuicdo do

background dupla excitagdo da amostra pelos feixes priméricefletido, pequena

distancia amostra-detector resultando em um angplido grande, baixos limites de

deteccao, ettANJOS, 2000b) A figura 3.6 mostra um esboco da técnica.

Feixe de luz
sincrotron

0 = éngulo de

Fluore_scéncia
de raios X

incidéncia

Figura 3.6- Esquema da técnica SRTXRF

A reflexdo total ocorre num campo ndo homogéneortias estacionarias. A

intensidade da radiacédo na fluorescéncia de raipsrXeflexdo total esta relacionada
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ao fenbmeno de interferéncia e formacdo de ondaxi@sarias na superficie do
refletor. Os atomos do material ao interagiremeneaimpo, sdo excitados e produzem
fluorescéncia de raios X com uma probabilidade @gr@pnal a intensidade do campo
de ondas estacionarias. Nesta regido, ha formag@mahs estacionarias com nodos e
anti-nodos a partir do fendmeno de interferénciant@nsidade dos nodos €é zero e dos
anti-nodos é aproximadamente 4 vezes a intensidadéeixe incidente, e, ambos

possuem um comprimento de onda da ordem de 10 nm.

Assim, se na superficie do refletor for depositadaa fina camada de um
material para analise, o feixe incidente pode panet amostra e sofrer reflexao total
na interface amostra/refletor, desde que o angelinddéncia seja menor do que o
angulo critico. Neste caso, ondas estacionariado sproduzidas na superficie da
amostra, dentro da amostra e na interface amadtesdr e novamente nodos e anti-

nodos serao formados.

O LNLS tem como objetivo fomentar o desenvolvimentiéntifico e
tecnoldgico, e coloca ao alcance dos pesquisadorBsasil e do exterior uma moderna
infraestrutura para utilizacdo da luz sincrotrondiversas areas. Nele existem estacdes
experimentais que recebem fotons de radiacéo idted®, raios X moles (até 15 keV),

e raios X duros (faixa de 15 a 23 keV). Periodicat@ecientistas de todo mundo
submetem propostas de pesquisa para utilizareecassos concentrados no LNLS.

No apéndice B sado abordados mais detalhadamentet@ssrelativos a
espectrometria por fluorescéncia de raios X pdexéb total usando luz sincrotron,
incluindo o desenvolvimento da analise quantitatia@sim como as principais

caracteristicas dos equipamentos que compdemadmhuz sincrotron utilizada.
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Capitulo 4

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados o0s processos Elmgoha obtencdo dos dados
experimentais, tais como a coleta das amostrapalnentes envolvidos na pesquisa, a
descri¢cdo da preparacdo das amostras para am&isesomo também as caracteristicas
da instrumentacéo da linha de fluorescéncia de paiXRF) do LNLS.

4.1-Coleta das amostras

Foi analisado um total de 64 amostras pareadaselte sadia e com leséo
coletadas, cada par obtido de um mesmo pacientbodms sexos foram avaliados, e
suas idades variaram entre 20 e 89 anos, e asramaptoveitadas foram daqueles que
relataram nédo terem feito uso recente de medicament cosméticos topicos nas areas
das lesbes, com excecao de apenas um pacientmigpadientes foram retirados mais
de um par de amostras como relatado adiante naespagdo dos resultados relativos a
les&o polipo fibroepitelial. Todas as extracbesedalos nos pacientes foram realizadas
pela mesma meédica assessorada por duas enferntediagdas para garantir o
cumprimento das exigéncias éticas da pesquisaaegp@rse evitasse contaminacao nas

amostras.

Todos os instrumentos que entraram em contato scamastras foram lavados
com solugcédo de HNa 10% e enxaguados com agua ultrapura. Apos acéxtr as
amostras de tecido saudavel e com lesdo foramdavamn agua ultra pura Milli-Q de
18,2MQ) e acondicionados em tubos diferentes para qudgerpmsnente, as suas
composi¢cdes pudessem ser analisadas e comparadagib@s estéreis e selados

contendo as amostras foram armazenados a temperatteriores a 5 °C.

A etapa seguinte foi submeter as amostras, ao mesnpo, mas em dois lotes,
ao processo de liofilizacdo em ambiente livre de@aminacdo de forma a reproduzir as
condicbes de secagem. As massas das amostrazdads variaram de 0,9+0,1 e
18,4+0,1 mg. As menores quantidades estédo relatagnas amostras de controle, ou
seja, as de tecidos sadios.
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4.2-Preparacao das amostras

A andlise da composicao elementar por meio dad@@®RTXRF requer que as
amostras de tecidos liofilizados estejam na formauh filme fino depositadas sobre
uma superficie com propriedades favoraveis a réflewtal do feixe colimado de luz
sincrotron. Por esse motivo foi necessario subtast@&o processo de digestdo acida.
Para tal, foi adicionado acido nitrico (Hi)CBuprapur a 65% aos tubos das amostras na
razao aproximada de 7:1 em massa e levados a es@if&C até que a digestdo tenha

se completado.

Apoés a digestdo, as amostras foram imediatamehigdas em agua Milli-Q
para que se obtivesse 50, 100, 150 ou Ef)0dependendo das suas massas iniciais e
focando em obter solugbes com o mesmo grau de@duA homogeneizacéao foi feita

por um agitador magnético automatico.

Em seguida, aliquotas de uma solucdo padrdo de fgshm adicionadas de
forma a se obter uma concentracdo final de apraldmente 2,0 uglgem cada
amostra diluida, valor escolhido como referéncimebdo na mesma ordem de
magnitude da concentracdo de Zn na pele humaiaRZ et al., 1987 e
GOOLAMALI etal., 1973.

Com o objetivo de se obter um filme fino sobre fteter, um volume de fL
de cada solucéo, ou seja, que contém as amogjexrgdds com acido, diluidas em agua
e com o padrao de Ga ja inserido, foi depositadweso centro da superficie de um
refletor constituido de placa retangular polidastibmida de resina acrilica de com
dimensdes de 30x20x2 mmrodos os refletores do experimento foram secatos
estufa a 68C e acondicionados em porta-amostra selado indiVigara isola-los do

meio externo e evitar contaminacdes acidentais.

Cada amostra foi avaliada em triplicata. Os valol@s concentracfes em cada

amostra obtidos na tese séo, portanto, a médiagiegdicatas.

Optou-se por nao se utilizar pipetas para mediéagotuimes de acido, agua e
solucbes, mesmo aquelas mais precisas com dividéeB,1 uL. Isto porque foi
verificado que volumes pipeta da ordem de j8,0de agua acusavam variacfes da
ordem de até 22% quando checados pela balancadsdw. Em substituicdo as pipetas
foi utilizada uma balanca da marca Sartorius coetipéo de 0,1 mg pertencente ao
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Laboratério de Quimica de Apoio ao usuario do LNESrtanto, a balanca de preciséao
foi utilizada em todas as medi¢c6es em substituigide volume, mas considerando-se

as massas especificas das substancias envolvidas.

O levantamento da composi¢cao do branco, denomirggéise da a composicao
elementar de todas as substancias que entram @atacoom a amostra, com excecao
da prépria amostra, ou seja, do refletor, da agudo écido nitrico, foi realizado
seguindo-se exatamente 0os mesmos procedimentossusadoreparacdo das amostras

de tecidos.

Os refletores contendo os brancos foram prepardeasordo com a faixa de
massa das amostras de modo a reproduzir fielmegtparimento. A tabela 4.1 mostra

os valores aproximados adicionados as amostras.

Tabela 4.1 Parametros utilizados na composi¢ao dos branceggErimento.

Branco| Massas | Agua/amostra| HNOs;a 10% | Agua | Gade 10pg.g*
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

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

Br-7 1,0a1,9 2,0 7,0 30,0 8,0

Br-28 20a7,0 4,0 28,0 120,0 32,0

Br-80 | 8,8 a15,4 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 miesma que as amostras,

mas, para cada solucéo foram confeccionados cafietares.

4.3- Arranjo experimental

A figura 4.1 mostra a foto do experimento onde affetor de Lucite contendo a
amostra € posicionado entre o feixe de luz sirmmatro detector HPGe no LNLS.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos emampd de 100 s fazendo
incidir sobre os refletores com as amostras uneferanco com intervalo de energia
entre 4 a 20 keV. Foi utilizado um detector HPGm aona resolucéo de 140eV a 5,9
keV e a distancia amostra-detector foi de 50 mrpogicao ideal para se obter o melhor
0 espectro possivel foi conseguida através dagzarido angulo de incidéncia do feixe

em incrementos de lrad e foi ajustado a cerca de 1 mrad, menor doogaegulo
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critico de reflexao total para a interface ar-LeicEssa etapa da pesquisa foi realizada
na linha de luz sincrotron DO9B-XRF do LNLS em Camap PEREZ et al., 1999.

Ao escolher um tipo de refletor deve-se observaaateristicas tais como
superficie macica e plana, ser de material quimgcaeninerte e livre de impurezas, a
disponibilidade/custo e garantir que nenhum picélubrescéncia de raios X originado
a partir de sua constituicdao ocorra na faixa degemele interesse. Por isso optou-se por
refletores de Lucite em forma de placas finasangilares, mostrado na figura 4.1.

Detector de -
Germinio Hiperpuro I —

Figura 4.1 Porta-amostra da técnica SRTFrd’o LNLS.

A concentracdo de cada elemento foi determinadeeEgdo ao pico interno de
galio inserido nas amostras como referéncia, e cujgentracdo era bem conhecida,
também se considerando os brancos do experimesgaerrecdes de massa. O teste t
de Student com nivel de significAneia= 0,05 foi utilizado para identificar diferencas

de concentracdo entre as amostras de controléesate

As concentracdes obtidas diretamente a partir dedidas experimentais
correspondiam ndo somente aos tecidos de peledeslemas as solu¢des onde elas
estavam diluidas, resultado do processo de préfaardgs amostras. Portanto, elas
representavam a concentracdo considerando-se toalt@ido do tubo que as continha
incluindo acido nitrico, agua ultrapura e o paddi® Ga. Por isso, também foi
necessario se fazer a corregcdo em massa de marabtar a concentracdo absoluta de

cada elemento correspondente somente a massa daahodilizada.

O sistema de deteccédo experimental da SRTXRF érawosha figura 4.2. Na
base desse arranjo esta representado o porta-anmmoas, o dispositivo real do LNLS é
mostrado na figura 4.1. Esse sistema consiste dem@ovanismo que permite

movimentos de elevar ou abaixar a amostra em elag&eixe de luz sincrotron com

26



uma resolucdo espacial de &, bem como variar o angulo de incidéncia da luz
sincrotron sobre a amostra em cima do refletor cmwolugdo angular de
aproximadamente de fifad. Este sistema permite ajustar de forma efieiargosicéo e
0 angulo ideais para que acontecam a reflexao, @tlliorescéncia resultante e sua
deteccdo. O controle deste mecanismo é realizado npmtores de passo. O
posicionamento do feixe sobre a amostra é monioa uma camara CCD cuja

imagem é mostrada em video.

Espectros Acumulados
em Computador

t

Analisador
Multicanal

1

Amplificador

t

Pré-amplificador

t

Criostato [_ DGeé?:_ltgrrﬁge ¢ Fontede

77K Hiperpuro Alta Tenséo
Fluorescéncia
An
Radiagaode || Jindinagse |77 ——»—

Sincrotron 5

Amostra

Figura 4.2- Diagrama do sistema de aquisicdo de
espectros da técnica SRTXRF

O sistema eletrénico de deteccdo é composto pormulosdjue consistem,
basicamente, de um detector de HPGe resfriado petatara do nitrogénio a partir do
qual se obtém espectros de energia dos fotonsmpemtes da fluorescéncia de raios X.
Em seguida, um computador armazena 0s espectr@s guaterior analise. Mais
especificamente, o programa QXAS da AIEA foi uspdea fazer a identificacdo dos
picos de fluorescéncia, identificar o elemento espondente, ajustar 0os espectros e
determinar as contagens liquidas acima Hackground sob os fotopicos
(BERNASCONI at al., 199§.

A tabela 4.2 mostra as caracteristicas do sisteenaledeccdo utilizado no
levantamento dos dados. Dentre as possibilidadesa®ha da energia do feixe, de 4 a
20 keV, foi utilizado um feixe branco com energiaxima em torno de 20 keV.
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Tabela 4.2 Caracteristicas do sistema de deteccdo do LNLS

INSTRUMENTA(;AO SRTXRF
Feixe (faixa de energig Branco (de 4,0 a 20 keV)
Absorvedor de Al 0,75 mm
Colimador de Ta 1,0 mm
Distancia amostra-detector 50 mm
Detector (resolucag HpGe (140 eV a 5,9 keV)
Altura do feixe 0,2 mm
Largura do feixe 5,0 mm
Angulo de Incidéncia 1,0 mrad
Deslocamento angular 10 prad
Pressao na camara 1 atm

O Lucite foi escolhido por ser um material barafwe se obtém com facilidade
no mercado e pode ser descartado apdés o uso. Rwascoeficiente de reflexdo de
aproximadamente 99,8 % e contém apenas hidrogéaibono e oxigénio. Esses
refletores sdo comprados com as faces recobertasmmo pelicula de protecédo contra

contaminacgdes e arranhdes.

Depois de retiradas as peliculas protetoras, ¢tetaefs foram preparados para
uso tendo sido lavados em agua com detergentegeactas, imersos em banho de
acido nitrico Suprapur a 10% e novamente enxaguedos agua Milli-Q por duas

vezes. A secagem foi feita em estufa G0

4 .4-Curva de sensibilidade

Na técnica SRTXRF, as amostras devem formar une fiastante fino sobre o
refletor e, portanto, os efeitos de auto-absorc@o desprezados no calculo das
concentracdes. Assim, a area sob o pico de fludnesc de raios X € uma relacédo linear
entre a concentragdo do elemento i e a sensibdidadsistema experimental para esse

elemento.

A sensibilidade pode ser determinada usando-sec¢@su padrdo com
concentracdes bem determinadas. E desejavel quiec@s, contendo esses elementos
em baixa concentracdo, na faixa de [tgegnitam os fétons de fluorescéncia de raios X

com energias ndo muito proximas de maneira a jpagaitar a sobreposicao de picos.
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Para aprimorar o levantamento da curva de sem@d# da técnica SRTXRF,
adiciona-se um elemento que serve como padraonint@ramostra para minimizar
influéncias de fatores geométricos, flutuacdes idterma de deteccdo dos raios X da
fluorescéncia e de outros possiveis desvios omerais. O elemento Ga foi usado como

padréo interno por nao fazer parte da composici@au@stras analisadas.

Devido a forte correlacao existente entre a sditkbie de deteccdo e o niumero
atbmico dos elementos, € possivel se estima-la paralementos detectados nas
amostras, porém nao contidos nas solucdes padif@onda a se obter as concentracdes

elementares. Esses resultados sdo mostrados ra8abe

A curva de sensibilidade do sistema SRTXRF parahas K foi determinada
utilizando trés solugbes padrées com quatro elesseatrescidos do elemento Ga,
usado como padrao interno. As solucdes foram pmdpar a partir de solucdes
monoelementares padrdo ICP e rastreadas pelo SENI-NStandard Reference

Materials - National Institute of Standards & Teclhogy).

Os valores de sensibilidades foram calculados dir pdas medidas de
intensidade da radiacao de fluorescéncia obtides qala elemento e suas respectivas

concentracoes.

Foram preparadas trés solugcdes denominadas mofioel,lll, mostradas,

respectivamente, nas tabelas 4.3, 4.4 e 4.5.

Tabela 4.3Composic¢ao da solu¢gdo mono |

Elementos | Concentracbeqpg.g")
Sc 150
Cr 25
Ni 8
Ge 6
Ga 5

Tabela 4.4- Composi¢ao da solugdo mono I

Elementos | Concentracbeqpg.g")
K 400
Tl 80
Fe 10
Zn 6
Sr 30
Ga 50
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Tabela 4.5Composicéo da solu¢do mono Il

Elementos | Concentracdegpg.g')
Ca 300
V 25
Cu 8
Rb 6
Ga 5

Além dessas trés solugbes, foram preparadas seluQdkviduais com o0s
elementos P e S:
a- P: 1000pL de P com 50L de Ga, ambas solucBes a 106@*
b- S: 1000pL de S com 50L de Ga, ambas solucdes & 109"

Todas as solugbes foram preparadas de forma a adrteentracdes finais de
todos os elementos, em média, da mesma ordem ddegeaque aquelas encontradas
nos tecidos analisados. Todas as amostras parsiaiséade foram medidas em cinco

repeticoes.

4 5- Amostra de referéncia

Visando determinar os limites minimos de detecg@® alementos, verificar a
qualidade da metodologia no preparo das amostragakar a precisdo do sistema
SRTXRF, foram analisados refletores preparadosta pa 50 mg de uma amostra de
figado bovino certificada (NIST 1577b) e cujo pmggadio se deu exatamente nas
mesmas condi¢cdes que as das amostras estudadag,chcido adicionado na razéo de

7:1, grau de diluicao, etc. Esses resultados s@traams no item 5.2.
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Capitulo 5

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Um dos principais objetivos desta pesquisa foi augtiferencas entre as
concentragcdes de alguns elementos quimicos entostia@® de tecidos sadio e com
lesé@o. A intencdo ao se optar por utilizar amosteasontrole e com lesédo pertencentes
ao mesmo paciente era a de minimizar os efeitosodgponentes individuais dos
pacientes tais como, alimentacéo, idade, uso dédiesiou suplementos alimentares e

mesmo fatores ambientais.

As concentracdes absolutas foram determinadas caificados espectros de
fluorescéncia obtidos pela técnica SRTXRF. Os ealéoram calculados considerando-
se a area sob cada pico de fluorescéncia, aciriahdadebackground correspondente
a emissao de cada elemento presente na amosttariGtosente, os resultados foram
relacionados a concentracdo conhecida do pad@minte Ga, valores os quais foram

corrigidos pela massa e também se considerand@osds do experimento.

Como os resultados dos calculos eram referentesceotragdo do volume total
no tubo de ensaio que continha a massa da amdlstidgacem acido nitrico, agua e o
padrdo de galio, foi necessario se fazer a corregimassa para se obter concentracdes

absolutas, ou seja, somente na amostra de tecido.

Todos os valores apresentados sdo expressosgejh Eles representam as
concentracdes absolutas. Os erros e as barrasodgpeesentados nas tabelas e graficos
representam um intervalo de confianca (IC) de 958ta escolha foi devida ao uso do
teste t de Student com significancia também de ¥8%es calculos foram executados
com as ferramentas de estatistica descritiva dgramma Excel 2007 da Microsoft
Office.

5.1- Calculo da sensibilidade relativa e a estabilidaddo sistema

No levantamento da sensibilidade relativ& ;) foram utilizadas solugdes

monoelementares para linha de fluorescéncia K aipiatas a técnic8RTXRF.

Os valores das sensibilidades relativas foram obtadpartir da concentracao do
padrdo interno de Ga nas amostras padrao, juntancem a intensidade relativa de
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cada elementol (j) das solu¢cbes monoelementares. Uma vez determa&dapara

cada elemento presente nas solu¢des padréo fan-sguate de uma curva tornando

possivel determinar os valores$§¢ para os demais elementos.

A andlise das amostras foi realizada em duas as%Bn maio e em setembro

de 2010, o que tornou necessario o levantamensersbilidade relativa em ambos os

periodos. A tabela 5.1 mostra as sensibilidades @dinha K dos elementos presentes

nas solucdes padréo, aos quais foram realizads®gjpolinomiais.

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

O

Elemento| Sz de maio/2010S; de set/201
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 sensibilidadetireaajustada aos dados

experimentais.

10"

10

Sensibilidade Relativa (S;;)

10 +————1——

10 15 20 25 30
Nimero Atémico (Z)

35 40

45

Figura 5.1 Curva de sensibilidade relativa da técnica SRTXRF
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Os pontos no grafico foram obtidos com auxilio daluges padréo
monoelementares em setembro de 2010 para o irdedalnimeros atbmicos de
interesse. A curva de sensibilidade do periodoriantéoi suprimida por ser muito

semelhante. A equacéao do ajuste polinomial a aleveensibilidade é:

Y =2.10° X® - 4.10° X° + 0,0021X* - 0,0603 ¥ + 0,919 X - 6,952 X + 20  (5.1)

onde o coeficiente de ajuste & R0,989

5.2- Amostra de referéncia: precisao e limite minimo deleteccéo

Nas analises a seguir, foram confeccionados stetares (N=6) e o tempo de

acumulacéo dos espectros foi de 1000 segundos.
5.2.1-Precisao do sistema SRTXRF

A precisdo do sistema foi obtida apds andlise dems0de uma amostra
certificada de figado bovino, denominada NIST 15f#fbparada exatamente como as
amostras estudadas. Na tabela 5.2 sdo apresewmdadores certificados, os obtidos

experimentalmente e o erro relativo entre essesvddores.

Tabela 5.2- Concentragoes certificadas de figadmbe@ as obtidas na tese.

Elemento Co'n.centragéo(pg.g'l) | Erro

Valor certificado Valor medido 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 1717 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 wacde calibracdo da técnica
SRTXRF. Os erros relativos foram inferiores a 10&@pa maioria dos elementos, com

excecdo do Rb e Mn, ndo presentes nas amostragieswios de 21% e 18 %.

As analises das amostras de figado bovino forahzadas com o objetivo de se

avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade ddesisa de deteccao da técnica SRTXRF.
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O coeficiente de variacdo (CV=desvio padrédo/médszjlou no intervalo entre 1% e

14%, considerado satisfatorio.

5.2.2-Limite minimo de deteccado (LMD)

Os valores dos limites de deteccdo foram obtiddes @ealise das amostras de

figado e calculados com base na equacéo B.37 daliap8 (STRELIet al, 2008):

C.
LMD =3,/N, < (B.37)

onde: Ng é obackgroundsob o pico de fluorescéncia do elemento i na aaost
Ci é a concentracdo do elemento i em uma amostréiczait, e
N; é a intensidade da fluorescéncia relativa ao eltariena amostra.

Na tabela 5.3, sdo apresentados os valores ddaediminimos de deteccéo (LMD)

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

Tabela 5.3- Limites minimos
de deteccdo do experimento.

Elemento |LMD (ng.g")

P 16000

S 5700

K 490

Ca 240
Mn 56

Fe 46

Cu 76

Zn 65

Rb 34

10°

LIMITE DEDETECCAO (ng.g )

ll]l:l T T T T T T T T T T

10 15 20 25 30 35 40
NUMERO ATOMICO

Figura 5.2- Limite de deteccdo em amostras de dippadtino.
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Os demais valores de LMD da série K para qualgiggnento podem ser obtidos
da equacao 5.1 ajustada aos pontos do graficguiaf(5.2):
LOG(LMD) = 10,436 - 0,565 Z + 0,009°Z (5.2)
onde o coeficiente de ajuste da curvd &R,93

5.3-Médias das concentracdes elementares
A figura 5.3 compara dois espectros de amostraagarebtidos por SRTXRF.

2000+
. Hnms’_tmspamadas
D 1500- EH Leséo e Controle
D | 5
8 "
= 1000 fi
3§ { i
500- /| Rb
Cliil »Ca
| ng ;} ¥ _,.L e S
; . i i
123455?351&111213141é

Energia (keV)

Figura 5.3-Comparacao entre espectros de fluorescéncia deXaio

5.3.1-Composicdo meédia da pele normal dos pacientes doads
Foram calculadas as médias das concentracbes ¢teesemas amostras de
tecidos normais de 60 de um total de 62 pacientespgrticiparam da pesquisa, sendo

gue dois casos serdao apresentados separadamentbdia 5.4 sdo comparadas aos

valores obtidos pela técnica PIXE.

Tabela 5.4 ConcentragOes obtidas na tese para a pele 833=95%
N=60) comparadas as obtidas por PIXE (N:9)

Elementos| Concentracéo(pg.g~) Concentracéo(pg.g-)
P 3089+ 1137 1250& 4300
S 9727+ 2461 1140@G 900
K 7085+ 2114 890at 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 etal., 1987)
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Na ultima coluna da tabela 5.4 constam valoresamheantracdes obtidos pela
técnica PIXE (emissdo de raios X induzida por pr§fopara a pele sem lesdes
realizados poKURZ et al. (1987. A maioria dos resultados das concentracdes lge pe
normal encontrados na tese, por meio da SRTXRE,fest dos intervalos de valores
descritos na literatura se comparados aos ressltatdidos por outras técnicas
analiticas tais como ativacdo com néutrad©OKIA et al., 1969, espalhamento
Compton de raios XYPELLER et al, 1999, DXS (diagnéstico por espectrometria de
raios Xin vivo) (GORODETSKY et al., 198§. Entretanto, em sua maioria, sdo de
mesma ordem de grandeza quando a técnica TXRHizaddé no estudo de lesbes de
pele THEODORAKOU et al., 200§. Em favor da SRTXRF tem-se a inser¢cdo de um

padrdo interno de Ga nas amostras com concentoagdconhecida.

5.3.2-Composicao da pele normal e com ceratose seborréica

Nessa analise foram avaliadas 30 amostras pare@da8 pacientes. No item
5.4 é apresentado em separado um caso extra die f&onaco sobre a leséo.

A tabela 5.5 mostra a concentracdes dos elemafgasificados nas amostras de
controle e de lesdo, onde, nas areas sombreaths destacadas as concentracdes dos
elementos identificados como significativamenterintes.

Tabela 5.5-Concentracbes nas amostras de controle e de
ceratose seborréiaalC=95% e N=30

Elementos Amostras de_1ControIe Amostras dle Lesdo

(rg.97) (rg.g7)

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 analise dos dados por meio do teste t de Stuztamt significancia de 0,05
revelou que apenas os valores médios das concgedrae K, Ca, Fe e Cu entre as
amostras de controle e de lesdo sédo significatimtangiferentes. A figura 5.4 mostra

uma comparagéo entre essas concentragc”)es.
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1.E+05
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7

.
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Figura 5.4 Concentragdes significativamente diferentes entre
pele normal e ceratose seborréica (p<0,05 e N=30).

1.E+00 +

O elemento K, o principal cation dentro do fluiddracelular, mostrou niveis
mais elevados em amostras de lesdo ceratose seb@m relacdo a pele sadia. Isto
sugere que a concentragdo de K no interior daslaséllesionadas, grandes
queratindcitos, € mais elevada. Essa é a princgrakteristica dessa doenca encontrada

aqui e que, até entdo, para esta lesdo, aindaanvédido relatada na literatura.

Relatos de diferengas nos niveis de K entre tecsdolos e lesdes ndo sao
frequentes. No caso de cancer de mama sua corg@nt& apenas levemente
aumentada. Nos rins, pulmédo e canceres da prGataniveis sado praticamente 0s
mesmos, mas, na cirrose hepatitllEODORAKQOU et al., 2009 e, na psoriase, mais
baixos KURZ K. etal., 1987 WERNER-LINDLE Y. etal., 1998.

As concentracdes de Ca estimadas aqui sdo conipatora 0 método XRF na
literatura THEODORAKOU et al., 200§. Do mesmo modo, a diminuicdo de sua
concentracdo nas lesdes, em relacédo aos tecidosispfa havia sido descrita em pele
psoriatica KURZ K. et al., 1987. O Ca, assim como o equilibrio entre este iorze,o
€ amplamente reconhecido por desempenhar um papeftante na apoptose, a morte
celular programad@B@RR et al., 1994 eDEMAUREX et al., 2003.

Os niveis mais elevados de Fe nas amostras deleoptrdem ser explicados,
em parte, por sua maior presenca porcentual naedpapilar, mais irrigada e com
maior presenca de sangue que tem hemoglobinamdee.
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As concentracdes de Cu foram menores nas lesGasagpele normal, o que €
compativel com resultados publicados sobre doemcd&neas psoriase e lesdes
malignas. O Cu esta envolvido na sintese de herioglomelanina, e elastina, e é um
cofator de enzimas por parte de alguns citocronzosespiracao celular. Auxilia na
sintese de fosfolipido, de metabolismo de proteidasoxidacdo vitamina C e na
formacao de RNAKURZ K. et al., 1987 e WERNER-LINDLE Y. et al., 1999.

5.3.3-Composic¢éo de pele normal e com palipo fibroepiteli

No caso das lesfes do tipo polipo fibroepitelialcancentracdes dos elementos
identificados como significativamente diferentegfo avaliadas sobre um total de 17
amostras retiradas de 15 pacientes. Em dois pasiéotam tiradas duas amostras da
mesma lesdo, porém de locais diferentes. No pringEciente, cujas amostras foram
identificadas como 42L e 43L, foram colhidas les@@®xila e pescoco, e, ho segundo,
cujas amostras foram identificadas como 66L1 e ©6H@ pescoco e ombro,

respectivamente.

A tabela 5.6 mostra a média das concentracdesleloetos identificados nas
amostras de controle e da lesdo. Uma andlise dus geor meio do teste t de Student
(p=0.05) revelou que apenas os valores médiosataetracdes de P, Ca, Fe e Cu séo
significativamente diferentes, mostrados na arezseada.

Tabela 5.6<Concentracdes nas amostras de controle e de polipo

Elemento Controle Lesédo
P 2967+ 904 3755+ 951
S 8318+ 2282 8922 1896
K 9939+ 2674 1141% 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 comparacédo entre as médias das concentragbesemstras de controle e

da lesdo € mostrada na figura 5.5.
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Figura 5.5 Concentragdes significativamente diferentes entre
amostras de pele normal e pélipo fibroepitelialQ®s e N=17).

Os niveis de P nas lesdes mostraram-se superiosessimados nas amostras
de controle, de tecido sadio. Os compostos queupos® P em sua composi¢ao estao
envolvidos em fungBes vitais no organismo, tais @enformacdo de substancias
fundamentais para a construcdo de DNA e RRENIAUREX et al., 2003. Além
disso, as células usam o P para estocar e traaspmmergia em forma de ATP
(trifosfato adenosina), uma molécula que € indispeel a vida da célula, encontrado
universalmente nos sistemas vivos, cuja funcdonesded armazenar energia para as
atividades vitais basicas das células, ou sejaazgnar energia quimica para varias
atividades celulares. Além disso, constitui um ingrate elemento do protoplasma e do

tecido nervoso.

Entretanto, para validar os valores mais altos mnados na tese, e também por
causa da baixa sensibilidade da SRTXRF para o rBp seecessarias investigacdes
adicionais. Por exemplo, utilizando novamente &staica, mas, ajustada para deteccéo
a vacuo de elementos de baixo nimero atonREREZ et al. 1999, LEITAO et al.
2009.

O elemento K, embora levemente mais aumentado masteas de polipo
fibroepitelial em relacdo as amostras de contrai@p apresentou diferencas
significativas entre as concentragdes de amosta®utrole e de lesdo pelo teste t de

Student, como aconteceu nas outras trés leséesstgdadas.
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As concentracdes de Ca estimadas sado compativeisaso publicadas na
literatura obtidas pelo método de fluorescénciaragies X. Do mesmo modo, a
diminuicdo da sua concentracdo em lesdes em redasitecidos normais é exatamente

como descrita no item 5.3.2 no caso da ceratoseréata.

Os niveis mais elevados de Fe nas amostras deolepntomo no caso da
ceratose seborréica, podem ser explicados, em partsua maior presenca porcentual
na derme papilar, mais irrigada e com maior preset€¢ sangue, rico em Fe.

Praticamente a mesma quantidade deste elemer@ndointrada em ambos 0s casos.

A concentracdo de Cu no caso do polipo fibroepitehiostrou-se menor nas
lesbes do que no tecido sadio, o que é compativelresultados para lesdes cutaneas
de psoriaseKURZ K. et al., 1987 WERNER-LINDLE Y. et al., 1998 e lesGes
malignas descritos na literatu(@ORODETSKY et al., 1986, e também com o0s

resultados aqui encontrados para a ceratose sieghorré
5.3.4-Composicao da pele normal e com hemangioma rubi

No caso lesdo hemangioma rubi, foram colhidas 1@staas de um total de 12
pacientes. Os resultados de um desses 12 pacsarées apresentados separadamente
no item 5.4 que trata de influéncias exdgenas. Aslims das concentracdes dos

elementos presentes nas amostras foram calculadsisierando apenas 11 pacientes.

O paciente numero 33 foi excluido do calculo dessadias, cujas amostras
foram analisadas em separado devido as concerdrapdsemamente elevadas da
maioria dos elementos nas amostras correspondsoiesnte a lesdo, possivelmente
devido a algumas particularidades detectadas narsse e que serao relatadas, tais

como consumo de suplementos e alimentos.

A tabela 5.7 mostra as concentracfes dos elemetgosficados nas amostras
de controle e da lesdo. Uma analise dos dados gior ao teste t de Student (p= 0.05)
revelou que apenas os valores médios das condgegrale P, K, Ca, Fe e Cu sao
significativamente diferentes, mostrados na arezseada.

Como na leséo palipo fibroepitelial, os niveis deaB lesbes hemangioma rubi

mostraram-se superiores aos estimados nas amadstcasitrole, de tecido sadio.
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As concentracdes de Ca, seguindo a tendéncia mastes analises das lesdes
ceratose seborréica e polipo fibroepitelial, tamloresceram nas amostras de lesao,
assim como também o K, com concentragfes maisradtiesao.

Com relacéo as concentracdes de Fe nas amostiesidadlo hemangioma rubi,
aconteceu o contrario do verificado nas analisedat@es ceratose seborréica e polipo
fibroepitelial. Ao invés da concentragdo de Fe esmer nas amostras de lesdes, ele esta
mais presente.

Tabela 5.7Concentracbes nas amostras de controle e de hesmangi
rubi £ IC=95% e N=11.

Amostras de Controle Amostras de Lesao
Elemento 1 1

(rg.9) (r9.97)
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 comparagdo entre as mél#iasconcentragbes entre

amostras de controle e da leséo.

1.E+05
= Contrale
AUEF0G - e e e Lesdo | ___|
E.
o
=2 1.E+03
&
O
O 1402
el
c
Q
e
o 1.E+01]
O
1.E+00

P K Ca Fe Cu

Figura 5.6 Concentracdes significativamente diferentes entre
amostras de pele normal e com hemangioma rubi@p<€ON=11).
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5.3.5-Composicao da pele normal e com dermatose papulosigra

Foram colhidas 4 pares de amostras da lesdo desenpspulosa nigra de um
total de 4 pacientes. A tabela 5.8 mostra as méchmsentracbes dos elementos

identificados nas amostras de controle e da lesao.

Tabela 5.8 Concentracbes nas amostras de controle e de
dermatose papulosa nigtdC de 95% e N=4.

Amostras de Controle Amostras de Lesao
Elemento 1 1
(r9.9") (r9.9")

P 2757+ 1629 5071 1956

S 8782+ 1760 12714 3229

K 5220+ 4581 8921+ 8142

Ca 2545+ 1373 187# 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 difegesignificativa apenas para as
concentracdes do K, entre as amostras de contiefie, mostrada na area sombreada.

O mesmo que aconteceu nos casos da ceratose ggberd® hemangioma rubi.

Devido a grande dispersdo dos valores utilizadotevantamento das médias,
aliada ao baixo numero de amostras analisadas (Ms4ptervalos de confianca para
0s concentracfes obtidos foram muito grandes. Ardig.7 mostra o grafico das

concentracdes do K nas amostras de controle esde para essa lesao de pele.

1.E+05

@ Controle
Lesédo

B I 7 =

1.E+03 -

1.E+02 -

Concentragao (pug.g°

1.E+01 A

1.E+00

Figura 5.7-Concentracdo significativamente diferente entre
pele normal e dermatose papulosa nigra (p<0,054).N=
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5.4-Influéncias exdgenas na composi¢cao das amostras

Além de se buscar por diferencas entre as concéesaelementares das
amostras de lesdo e de controle, tinha-se o objdavprocurar fatores que influenciam
a composicao tanto dos tecidos de pele sadia quiastéesdes. Para tal, foi realizada

uma analise conjunta das concentracdes e dos dad@amneses.
Dois casos interessantes foram identificados @ seralisados separadamente.
a) Influéncia da suplementacéo no hemangioma rubi

Os resultados das concentracfes encontradas nagrasnda lesdo do tipo
hemangioma rubi do paciente de nimero 33 foram bmores do que os valores
médios das amostras dos demais pacientes, paramantesdo. Na tabela 5.9 onde séo
mostrados esses dados, é possivel se comparaswtades das concentracfes nas
amostras de controle e de lesdo do paciente 33psamspectivos valores medios dos

11 pacientes doadores dessa mesma lesdo analsssaspesquisa.

Tabela 5.9Concentracfes no hemangioma rubi(HR) nas amostrasrdrole e lesao
(N=11), e nas de controle (33C) e lesao (33L) doepde 33.

Elementos| Controle HR Lesdo HR 33C 33L

P 2888+ 996 | 4004t 1.247 2324 417 142542 18024
S 9376+ 2767 | 10982 2603 | 7555t 1033 | 47382% 14268
K 5180+ 1905 | 7642t 1763 4441 494 12919 16998
Ca 2742+ 1159 139% 591 1398t 116 28627% 11618
Fe 187+ 59 309+ 88 111+ 9 10436+ 2214
Cu 712 5+1 6+1 5421+ 129
Zn 90+ 30 65+ 11 51+ 8 15348t 737
Rb 15+ 6 19+ 3 26+ 5 1184+ 485

Ao consultar a anamnese deste paciente, constatogue ele ingeria
regularmente ha mais de cinco anos grandes qudesidde alimentos e também
suplementos alimentares ricos em alguns dos eles\éé¢ntificados como alterados

entre as amostras sadias e com lesdes de pele.

Toda a prescricdo ao paciente foi feita em fungéomd tratamento conduzido
por um medico endocrinologista para fins de atdétaesportivas intensas e também

atenuacdao dos efeitos do envelhecimento.
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Na tabela 5.9 pode-se observar que, comparandorsense as amostras de
controle da populagéo do paciente, os valores dlaseatracdes para os tecidos sadios
retirados do contorno das lesbes sdao da mesma atdegnandeza. Mas, quando se
compara as concentracdes das lesdes, verificas®gwalores para as amostras do

paciente 33 sdo até duas ordens de grandeza maiores

A tabela 5.10 mostra parte dos alimentos ou supleseingeridos pelo
paciente. Somente estao listados os suplementagiguem sua composi¢cao elementos
pertinentes a este trabalho. As informacdes foraimdas dos rétulos dos produtos e do

banco de dados dos pacientes da clinica de orata@sras foram coletadas.

Tabela 5.10Alimentos e suplementos ingeridos pelo pacienteanar3.

Suplemento Qtde/dosémg) | Total dia(mg)
a) duas vezes ao dimanha e noitg:
Potassio quelado (associado a outras subst.) 27,4 54,8
lodeto de potassio (no Mega Men® Sport) 150 300
Cloreto de potassio ( Mega Men® Sport) 80 160
Carbonato de potassio (no Mega Men® Sport) 200 400
Pantotenato de potassio (no Mega Men® Sport) 5 10
Oxido de cobre (no Mega Men® Sport) 25 50
Sulfato de Condroitina (TriFlex™ da GNC) 1.200 D40
Sulfato de Glucosamina (TriFlex™ da GNC) 1.500 8.00
b) 3 a 5 vezes por seman@m dias de treing: Qtde/Dose Total semanal
Calcio (em 40 g de Whey Protein™ - Gold Std)  (mg) (mg)

170 510 a 850
Creatina (GNC) 5.000 15.000 a 25.000
Glutamina (GNC e Whey Protein™) 10.000 30.000 8
Potassio (em 40 g de Whey Protein™ ) 220 440
Potassio (em 500g de agua de cbco) 800 2.400 @ 4/00
Fosforo (em 500g de agua de c6co) 25 75a125%
Célcio (em 5009 de agua de c6co) 100 300 a 500
Ferro (em 200 g de carne mal passada ) 10 30a50
Céalcio em iogurte natural (em 300g) 500 1.500 8@.5

Supondo néo ter havido contaminacdo das amostrasstabilidade do sistema

eletrdnico durante a analise, esses dados podeenirsgge os suplementos ingeridos
pelo paciente ndo aparecem nas amostras de conpake possivelmente, foram
funcionalmente eliminados pelo tecido sadio de pelemal. J& no tecido da leséo
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hemangioma rubi poderia ter ocorrido disfuncdestrdedo tecido com lesdo que

permitiria 0 acimulo dos elementos presentes nammentacdo do paciente.

Cabe ressaltar que tanto as amostras de controb® @s de lesdo foram
analisadas em triplicata, cujos valores obtidossgrtaram pouca dispersao, 0 que
reforcaria a hipotese de que a pele com hemangrabiaum tumor vascular, pode
acumular elementos ingeridos pelo doador. Entretapbr ter sido o Unico caso

detectado, sera necessaria pesquisa adicionalgstaa essa hipotese.

b) Influéncia de medicacgéao topica utilizada sobre a $0 ceratose seborréica

O paciente 57 relatou na anamnese haver se autadedara tratar uma leséo
de pele que pensava ser uma verruga, geralmentadzayor virus. Entretanto,
posteriormente, a lesédo foi diagnosticada como cseludtipo ceratose seborréica de
formato circular que tinha, no momento da extragfgwpximadamente uma altura de
5mm por 12mm de diametro. A medicacdo Verrux® feada durante cerca de duas
semanas. Seu principio ativo € um agente queratolipu seja, da classe de
medicamentos capazes de dissolver forma¢fes queaatiindicado para remoc¢éo de
verrugas planas, comuns e plantardERRUX, 2012. Ocorre que a evolucdo da
ceratose seborréica se da nas células epitelimmndeadas queratinocitos, que
produzem queratina. O medicamento é composto fxw &alicilico (0,165 g.§), acido
latico (0,1452 g.q) e colddio flexivel g.s.p.= 1,009, onde g.s.pniiga quantidade
suficiente para, no caso, de material inerte néciesgara completar 1,009.

A tabela 5.11 mostra as concentracdes encontra&saasiamostras de lesao.

Tabela 5.11 Concentracfes nas amostras de ceratose sebor@ica d
paciente 57 que usou medicamento tépico sobreia.les

Elementos *57C *57L-IN *57L-EX
P 1475 + 145 512 + 201 1341 + 540
S 6464 + 510 8485 + 1012 2948 + 110(
K 6282 + 1215 6910 + 481 9785 + 1788
Ca 2844 + 134 1557 + 194 562 + 168
Fe 175+12 83 %5 62+4
Cu 51 61 2+1
Zn 65+7 64 +9 39+6
Rb 10+2 4+2 14+ 4

* onde: 57C repesenta a amostra de controle, 57a&4idr¢cao interna da
amostra da lesé@o e 57L-EX a porcéo externa da earasiesao.
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Como a lesado era grande para a capacidade dosdelmssaio para a digestéo,
optou-se por dividi-la longitudinalmente ao meidgaa 57L-IN é interna e contigua ao
corpo, e a fatia 57L-EX € externa) com a intenc&o detectar diferencas nas
concentracdes elementares devido a acdo do renméghimpriadamente utilizado pelo

paciente.

O efeito da medicagao utilizada por duas semanasdazir a concentragao de
quase todos os elementos na camada externa daSekdeX, em relagdo a interna
57L-IN. As excecOes foram o P e o K que resultaemm valores mais elevados
sugerindo concentracdo desses elementos na poxtgroeeda lesdo que teve maior

contato e, portanto, sofreu efeito mais intensmddicamento.

As concentragbes da camada interna da lesdo mosimancomportamento
semelhante relativo as concentracdes dos elememtssdiferencas foram identificadas
como significativas na ceratose seborréica (K, &a,Cu), conforme tabela 5.5. A

excecéo foi o Cu cuja concentragdo permaneceuardast
5.5-Discusséo dos resultados

Dos cinco elementos cujas concentracbes foramifidadias como diferentes
nas quatro lesbes estudadas, P, S, K, Ca e Cwe tpthss mostraram comportamentos
similares em relacdo as suas variagces das amastrasntrole para as amostras de
les&o, conforme mostra a tabela 5.12.

Tabela 5.12- Variagbes de aumentd ¢u reducao () das concentragdes nas amostras
de controle (AC) em relacdo as de leséo (AL) caarzdo AC/AL entre parénteses.

CERATOSE POLIPO FIBRO- | HEMANGIOMA DERMATOSE
SEBORREICA EPITELIAL RUBI PAPULOSA NIGRA
(N=30) (N=17) (N=11) (N=4)

E Pt (1,3 Pt (14

El Kr(@3 K1t (15 K1t (L7

M

E Cal (0,7 Cal (0,9 Cal (0,9

N

T Fei (0,9 Fel (0,6 Fet (1,7)

O

s| Cui(0)9 Cul (0,6 Cui (0,7
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A deficiéncia de Ca em lesdes de pele ja foi rdmtanteriormente como
consequéncia de defeitos relacionados ao DNA naess@o de genes especificos
(SZIGETI et al. 200§ que causam defeitos nas bombas de Ca nos goertis)
mesmas células epiteliais onde se origina a ceraelorréica, porém, relacionada a
duas outras lesdes, a doenca de Darier e doertdailég-Hailey BURNS et al. 2010.

Em comum com essas Ultimas, h4 a deficiéncia deaSdesbes analisadas na tese,

ceratose seborréica, polipo fibroepitelial e hen@ng rubi.

A tabela mostra que, quando os elementos P, K,uGauosao detectados como
sendo significativamente diferentes pelo teste tStiedent §=0,05), eles exibem
comportamentos semelhantes. Ou seja, 0 P e 0 Yaes{aresentes em niveis mais altos
nas lesées do que no tecido sadio, jA o Ca e ooCepntrario, mais baixos. O
comportamento desses quatro elementos pode refmesena tendéncia comum das
concentragcdes nas respectivas lesdes. A excedam, @lija concentracdo nas amostras
de lesbBes é mais baixa nos casos da ceratose&eda@polipo fibro-epitelial, mas, no
hemangioma rubi, mais alta. Sendo um tumor vascalaesenta maior irrigagcdo no
interior da lesé@o, por isso sua coloracdo rubi @oné mostra a figura 3.4. Como h&
mais sangue, portanto, maior quantidade de hemioglokica em Fe, é possivel que

essa seja a causa da concentracdo mais elevadaostsas liofilizadas.

Apesar dos valores das concentragOes de pele nenoahtrados neste trabalho
por meio da SRTXRF diferirem dos resultados obtjgmsoutras técnicas analiticas, em
sua maioria, sdo da mesma ordem de grandeza seu@uop aqueles obtidos quando a
técnica XRF é utilizada. Entretanto, pesam a faleotécnica SRTXRF, a estabilidade
do sistema de deteccdo de exceléncia do LNLS,deegtar meio das amostras de
referéncia, assim como uma caracteristica ineranotenétodo, a de se inserir nas
amostras uma solucdo padrdo de galio, que, poa ®ra concentracdo muito bem

conhecida, confere maior confiabilidade aos dados.

O publico da clinica de dermatologia onde as armssforam colhidas é
diferenciado, composto, predominantemente, porogssgue tem alto poder aquisitivo.
Isto traz uma componente adicional, 0 acesso asucom € uso de substancias
exdgenas, como relatou na anamnese mais de 90#odderes de amostras. Para citar
apenas algumas delas, sdo os suplementos alinge(\#&aeninas, sais minerais, omega-

3, etc), cremes para a pele (anti-rugas, hidragaetareadores, filtros solares, etc) ou
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mesmo medicamentos de uso regular. A diversidasisadesubstancias compromete um
estudo preciso da constituicdo elementar naturgddo epitelial, mas esse problema é
menor quando se compara tecidos com e sem lesdmedmno paciente, que €

exatamente a vantagem de se trabalhar com ampateadas.

Outro fator limitador importante presente na pesguioi que, embora esta
investigacdo tenha feito uso de amostras pareadaseja, amostras de controle e de
lesbes retiradas de um mesmo paciente, algumas @@m muito pequenas, condi¢ao

de contorno imposta por questdes éticas em pesquisa

Uma importante decisdo que se tomou durante Zaealbh dessa pesquisa e que
conferiu maior precisado aos resultados foi terygado por ndo se utilizar medidas de
volumes por meio de pipetas dos liquidos utilizamm®ao o &cido nitrico, &gua e demais
solucbes, ainda que a precisdo nominal de alguosse fde 0,1lL. Com ajuda uma
balanca de precisdo do LNLS, com divisées de 0,1fongerificado que um volume
particular da ordem de 51 muito utilizado no experimento, acusava variacdas
ordem de até 20%. Isto era devido a retencdo de das liquidos nas ponteiras das
pipetas. Portanto, em substituicdo as medidas tlemep a balanca de preciséo foi

utilizada em todas as medicdes.

Também foi possivel concluir que uma das etapasdawe-se ter cuidado
especial € o periodo pés-liofilizagdo. Durante acegdo de um projeto piloto para
testar a viabilidade da tese, percebeu-se a giafidéncia que a umidade no ar exerce
nas massas das amostras liofilizadas. Um pedacante amostra de pele sadia
liofilizada sobre o prato da balanga que, inicialteecom 0,2 mg, apds alguns minutos
exposta a umidade do ambiente, acresceu sua nmarssd,p mg. Isto se repetiu para as
outras amostras. Para se evitar essa influénciamastras de tecido de pele eram
desidratadas e liofilizadas dentro do tumpendorfaberto, para que, imediatamente
depois de terminado o processo, se pudesse lawrarapidez o tubo com a tampa. Da
mesma forma, ao medir as massas das amostrashas que as continham eram

abertos somente na hora da pesagem cujos valaragpeontamente colhidos.

No apéndice C é mostrado o artiglemental concentrations in skin of patients
with fibroeptelial polip using synchrotron radiatidotal reflection X-ray fluorescence
contendo resultados parciais da pesquisa que fesaptado no ICXOM2011- XXI

International Congress of X-ray Optics and Microbysds, e publicado ncAmerican
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Institute of Physics Conference Proceedjngif Conf. Proc. 1437 (2012), pp. 50-53 -
ISSN 1551-7616, disponivel em http://dx.doi.orglD&.3/1.3703342

Em atendimento as exigéncias da COPPE, foi puldicadro artigo em revista

indexada.

No apéndice D € mostrado um segundo artigo inttulultielemental analysis
of samples from patients with dermatological pabigegs using synchrotron radiation
gue contém os resultados finais da pesquisa e @juapfesentado no ISRP2012 -
International Symposium on Radiation Physi8sa publicacdo impressa esta prevista
para 2013 no periodicRadiation Physics and Chemist(f5SN 0969-806X, Fator de
impacto=1.375 e classificacdo Qualis Al). O artggta em processo de publicacdo
impressa e disponivel no site http://dx.doi.orgl0Q6/j.radphyschem.2013.04.032.
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Capitulo 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

Informacdes como as obtidas neste trabalho solteeaas;as dermatoldgicas sao
escassas. Ha poucos estudos sobre a ceratoseésmba;r no caso das outras trés,
polipo fibroepitelial, hemangioma rubi e dermatgspulosa nigra, inexistentes na
bibliografia THEODORAKOU et al., 2009.

Foram encontrados indicios que sugerem que tandacagdes topicas aplicadas
sobre a pele quanto as ingeridas podem alteran@otracdo de alguns elementos em
pelo menos dois tipos de lesdo, em relacdo as exaaft controle de tecido sadio do

mesmo paciente.

Os resultados obtidos serdo uteis, pois poderaaca®rontados com dados
sobre pele normal assim como com outras lesdesmAssra possivel saber se as
diferencas entre as concentragdes de tecidos reoemeom lesdes, deste e de outros
trabalhos, sdo caracteristicas especificas ousgefaitra vantagem em relacdo aos
trabalhos ja realizados € que a técnica empregpdaaaSRTXRF, € bem mais apurada

em relacéo as outras técnicas de fluorescéncia.

Pode-se afirmar que a técnica SRTXRF, pelas vamsagee reune, € mais
adequada para determinar elementos traco em as\gstgaenas de tecidos epiteliais.
Além disso, com a ajuda de ferramentas estatistamasseguiu-se evidenciar que ha
diferencas significativas entre concentracdes eltgmes nas amostras de lesdes e as de

controle.

Portanto, parece valer a pena continuar empenhasfiocos nesta linha de
pesquisa visando detectar variagdes nas conceesragdoutros elementos, e no futuro
comparar esses resultados com outros tipos deslelgbenodo a alcancar uma melhor
compreensao entre suas composicfes elementars®legias normais e anormais.
Além disso, pode-se também pesquisar mais detaltexta influéncias de habitos

humanos na composicao da pele normal.
Dentre as principais contribuicdes dessa pesquiske-se destacar que:

I- as concentracdes de elementos traco foram nmedidamparadas entre amostras

pareadas de tecidos de pele sadia e de 4 tipesdlesl de pele,
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[I- foram encontradas diferencas significativas nalias das concentracdes dos

elementos P, Ca, K, Fe e Cu, e

[lI- foi proposta uma nova abordagem através deduétle andlise que pode ser util

em outras pesquisas de desordens da pele, inclneajdasias.

Algumas das possibilidades que parecem promisgan@sa continuacao dessa

linha de pesquisa sao:
a) repetir as analises pela técnica SRTXRF parobailimeros atdmicos;
b) continuar o trabalho comparando as concentragediferentes estagios das lesdes;

c) utilizar a técnica de microfluorescéncia combgetivo de mapear as concentracdes

elementares em &reas de secdes transversais @&s les

d) fazer o mesmo levantamento em populacdes comrcteaisticas distintas, por

exemplo, de condi¢des socioecondmicas inferioresprgarar os resultados; e

e) estender este estudo para os canceres de pele.
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APENDICE A
PELE HUMANA

A.1- FuncOes da pele
Dentre as funcdes que a pele desempenha no orgahismano tem-se:

a) Protecdo do organismo funcdo primordial da pele. Ela preserva as astagt
internas contra agressdes do meio externo comm#i@gmos e, através do sistema
melanico, das radiacbes solares. A camada coOrnparnmeabiliza a pele contra

perdas excessivas de agua e de eletrélitos manteaguilibrio hidroeletrolitico.

b) Imunolégica: a pele atua como elemento de defesa do organmmaneio das
células de Langerhans, dos linfécitos, macrofagomstocitos, todos com atividade
antimicrobiana. As células de Langerhans sdo edpadas e, na epiderme,
controlam a presenca de antigenos, substancieanlegsr ao organismo ou que

possam desencadear um processo inflamatério oweagao alérgica.

c) Excrecda as glandulas sudoriparas produzem o suor quagittido por excretas,

toxinas e eletrdlitos que devem ser eliminadosrgarasmo.

d) Termorregulacdo e hemoregulacéoa pele apresenta plexos vasculares e glomos
(aglomerados de minasculas veias e artérias) quéiaay a manutencdo e a
regulagem do débito circulatorio. Na termorregutelga a participagdo das glandulas

sudoriparas écrinas as quais, liberando a secsetéie a pele, ajudam a refrigera-la.

e) Metabolizacda a pele auxilia na metabolizacdo de horménios ctestosterona,
progesterona e vitamina D, sendo que esta Ultima d@eproducdo ativada pela

radiacéo solar.

f) Secrecdo de substanciasproduz melanina, queratina, gordura e suor dass qua

depende para seu equilibrio.

g) Renovacao dos tecidos de revestimentos epitélios apresentam um ciclo de vida
limitado que € consequéncia direta funcdo que deselna. A renovacdo dessas

células é constante gracas a uma atividade mit@cainua. Em circunstancias
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normais o tempo de renovacao epidérmica (querdtos)ceé de aproximadamente
quatro semanas e as células da camada basal §aétulao) sdo as responsaveis pela

regeneracao da epiderme através da divisdo mitotica

h) Sensorial toda a superficie cutanea esta provida de tegd@sanervosas capazes de
captar estimulos térmicos, mecéanicos ou doloro€agla uma desses receptores
cutaneos ou terminacbes nervosas sao especializadagcepcdo de estimulos
especificos. Nao obstante, alguns podem captanuwdet de natureza distinta. Nas
regibes da pele providas de pelo, existem termesmgiervosas especificas nos
foliculos capilares, além de outras, denominadasitais ou receptores de Ruffini.
Os foliculos capilares, formadas por axénios queleem o foliculo piloso, captam
as forcas mecanicas aplicadas contra o pelo. @sni@s de Ruffini, com sua forma
ramificada, s@o receptores térmicos de calor. Nagesprovida de pelo e também na
que esta coberta por ele, encontram-se aindap&sde receptores comuns:

h.1) Corpusculos de Paccini captam especialmente estimulos vibrateis e
tateis. S&o formados por uma fibra nervosa cujacgmorterminal,
amielinica, é envolta por varias camadas que qwreem a diversas
células de sustentacéo. A camada terminal é capaaptar a aplicacdo de
pressdo que é transmitida para as outras além wdé-laa aos centros
nervosos correspondentes.

h.2) Discos de Merkel de sensibilidade tatil e de pressdo. Uma fibeaeaite
costuma estar ramificada com varios discos termidastas ramificacdes
nervosas. Estes discos estdo englobados em unta eghecializada, cuja
superficie distal se fixa as células epidérmicasyso prolongamento de
seu protoplasma. Assim, 0s movimentos de prestaga sobre epiderme
desencadeiam o estimulo.

h.3) Terminacdes nervosas livres sensiveis aos estimulos mecanicos,
térmicos e especialmente aos dolorosos. Sdo foanpda um axénio
ramificado envolto por células de Schwann sendo, gua vez, ambos

envolvidos por uma membrana basal.

Na pele sem pelo encontram-se, ainda, outros @espéspecificos:
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h.4) Corpusculos de Meissnerfuncdes tateis. Estdo nas saliéncias da pele sem
pelos (como nas partes mais altas das impressgieas)i Sao formados por um axénio

mielinico, cujas ramifica¢des terminais se ental@acom células acessorias.

Bulbos terminais de Krause: receptores térmicosideSao formados por uma
fibra nervosa cuja terminacdo possui forma de cl8itaam-se nas regides limitrofes da

pele com as membranas mucosas (por exemplo: aodesltdbios e dos genitais).

A pele é constituida por trés camadas que, depfima dentro, séo a epiderme, a
derme e a hipoderme.

Epiderme

A epiderme € formada por tecido epitelial estredifio corneo tem uma estrutura
diversificada que é constituida por células comerandcitos (responsaveis pela
producdo da queratina), melandcitos (responsaws ppgmentacdo da pele), anexos

cutaneos (pelos, unhas, glandulas) apresentamata einco camadas:

basal ou germinativa: é a regido onde estdo almsgtivens com intensa

capacidade de reproducao ou mitose.

* espinhosa: onde estdo presentes as células degMalpiesponsaveis

pela producéo de queratina

» granulosa: é a area onde sao encontradas célhlasdas formadas por

granulos de queratina

* ldcida: aqui encontraremos células anucleadas,taddm e ricas em

queratina

* coOrnea: é formada por diversas células mortas gostituem uma capa
de queratina e que se renova continuamente. Estadeaé responsavel
pelo aumento da espessura da pele, principalmenpealma da mao e
sola dos pés. E a camada da pele que protege aissmga contra

agressoes fisicas, quimicas e biologicas do meiesute.
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Os queratindcitos sédo as células mais presentepidarme e representam 80%
das células presentes, e, na epiderme, formam atsoqcamadas: basal, espinhosa,

granulosa e cérnea.

Ocorre uma renovacdo constante da epiderme pararatemcdo de sua
integridade, e se inicia a partir das células sagaé levam de 60 a 75 dias para chegar

até a camada cornea.

Além do sistema queratinico a pele também é formpdl sistema
melanocitico que tem como célula mais importantmedandcito, responsavel pela

sintese da melanina que € o pigmento da pele.

Estes melandcitos estdo na camada basal e se rameord proporcédo de 1 para
cada 10 queratinécitos basais nos individuos da bbegnca podendo existir em maior

quantidade nos individuos mulatos e negros.

A luz solar auxilia no processo de ativacdo daestntde melanina na pele

tornando-a mais bronzeada.

Ainda na epiderme e derme estdo presentes as<éelaangerhans que tem
func&o imunoldgica porque atuam como fagocitospnosessos alérgicos e infecciosos

como micoses provocadas por fungos.

Porém na epiderme nédo existem vasos sanguineosuifdsntes e oxigénio

chegam a epiderme por difusdo a partir de vasagifaeos da derme.
Anexos da Epiderme

Os anexos da epiderme sao o foliculo pilossebacegtandula sudoripara e a

unha.

O foliculo pilossebaceo é composto pelo pelo, glindebacea e musculo
eretor do pélo que tem estrutura muscular. Est&pedios por varias regibes do
organismo sendo que existem regides como barbare cabeludo onde os pelos sao
mais espessos, porém as glandulas sebaceas sdcesnenquanto que na face ha

predominio de pelos finos, mas com glandulas selkdwmem desenvolvidas.
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As unhas séo laminas de queratina que recobremla®yés e originam-se da
matriz ungueal e seu crescimento € continuo seswiotho um elemento de protecao

das pontas dos dedos.
As glandulas sudoriparas sao de dois tipos: a@sgrécrinas.

As glandulas sudoriparas apécrinas desembocamotioslds pilossebaceos e
secretam um liquido leitoso constituido por sulzséénprotéicas, lipidicas e glicidicas.
Estas glandulas estdo presentes em regides do cormpo axilas, genitais, etc e sua
secrecdo apresentam odor tipico que € provenientdedomposicdo pela acdo das

enzimas bacterianas.

As glandulas do tipo écrinas estado presentes mgdese palmoplantares e em

toda extensao do corpo lancando sua secrecéom@eta sobre a epiderme.
Derme

A derme é a camada intermediaria localizada enégiderme e a hipoderme, e
é responsavel pela resisténcia e elasticidadeldafpeonstituida por tecido conjuntivo
(fibras colagenas e elésticas envoltas por subatfimedamental formada pelo fluido
intersticial, complexos de glicosaminoglicanas @ginas, denominadas proteoglicanas
e glicoproteinas), vasos sanguineos e linfaticesyaos e terminacdes nervosas. Os
foliculos pilossebaceos e glandulas sudoriparaginadas na epiderme, também se

localizam na derme.
A derme apresenta trés diferentes camadas:
» papilar: € a regido onde estao presentes as célakdibras colagenas;

e reticular: é intermediaria entre a camada papilara ehipoderme

apresentando feixes de fibras colagenas mais espess

s

* derme adventicial: € encontrada ao redor dos flocpilossebéaceos,

glandulas e vasos sendo formado por feixes delgdeloslageno.

A substancia fundamental encontrada na derme temmpasicdo de

mucopolissacarideos acidos, 70% de fibras colagdiimas elasticas associadas as
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colagenas, fibras reticulares também associadaslagenas com intensa elasticidade.
Estas fibras associadas se entrelacam formanddrama na derme que é responsavel

pela elasticidade e resisténcia da pele.

Ainda na derme sédo encontrados os vasos sangugnegdaticos, células como
fibroblastos, histiocitos e mastocitos que tem @@sccomo sintese de fibras colagenas,

elasticas e reticulares e de defesa da pele.
Hipoderme

Também chamado de tecido subcutaneo, é formadoéghdas adiposas que se
agrupam formando Iébulos separados por filamentescdlageno e por vasos

sanguineos.

A constituicdo celular dos adipécitos apresentachagente os lipideos do tipo

triglicerideos e colesterol, vitaminas e agua.

A hipoderme tem funcbes como proteger o organismotra choques e

traumatismos, atuando ainda como reserva energeiscdante térmico.
3.4-Lesoes elementares

A andlise da pele é um dos passos mais importparasse definir a forma de
tratamento ap0s o0 reconhecimento das alteracdesogogem nos tecidos que

comp(")em a sua estrutura tegumentar.

Qualquer alteragdo presente na estrutura da pglegeal for a causa que a

provocou caracteriza a formacéo de lesdes elenesntar

Os mecanismos indutores de lesGes elementares pceéende natureza

circulatodria, inflamatoria, metabdlica, degeneraiwu hiperplasica.

Dependendo dos tipos de lesbes e das causas quev@gram podemos
classificar as lesbes da pele da seguinte forma:

1) quanto a modificacdes da cor
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A) manchas pigmentares: estdo relacionadas a malaei podem ser

classificadas em hipercrémicas, hipocrémicas enaicis.

As manchas hipercrémicas apresentam tom escurexgesso de melanina no
local onde estdo presentes. As manchas hipocromsi@asclaras por apresentarem

menor quantidade de pigmento e as acromicas sfoogietas de melanina.

Manchas por pigmentos como bilirrubina, carotenlcamona podem ter

coloracdo amarelada, marron, predominantemente.

Manchas podem estar relacionadas a pigmentos les§ra® organismo como

ouro, prata, arsénio, corantes, etc.

Medicamentos e substancias que contenham oura, @atsénico podem alterar
a coloragdo da pele assim como tatuagens atragepigimentos coloridos que ficam
nela impregnados e os antimaléricos que a tornaanedaalo.

B) Manchas devidas a alteracdes vasculares

a) transitorias: eritema e enantema, cianose esmianque sdo manchas de

coloracao arroxeada.

O eritema é de cor avermelhada devido a presencsangue arterial e é
provocada por hiperemia enquanto que na cianoséoeacdo da pele se torna azulada
devido a reducdo da hemoglobina no sangue primegdke nas extremidades digitais,
orelhas, conjuntivas e leito ungueal. Quando esteegso ocorre nas mucosas é
chamado de cianema e também chamamos de enantitenta das mucosas.

b) permanentes: nevo vascular (hemangioma) e ielaagia

O aumento do namero de vasos sanguineos € chameadevd vascular e a

telangiectasia é a dilatagdo permanente do caldpequenos vasos.
C) Manchas devidas ao pigmento sanguineo

Sdo as purpuras de coloracdo avermelhada que, dispbn da extensédo da

mancha, podem ser classificadas como petéquiageyibematoma, equimose.
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A petéquia é uma lesdo purpdrica puntiforme, aceild uma lesdo purpurica
linear, a equimose € uma lesédo purpurica de grartBnsao e o hematoma € uma

colecdo de lesBes purpuricas geralmente de origemmética.
2) Eflorescéncias elementares solidas
Segundo o aspecto que apresentam podem ser sudbavei:

a) Ponfo ou seropapula: é uma eflorescéncia ciccibasde tamanho variavel
que faz saliéncia na pele, com coloracdo que \hriaritematoso ao anémico. Nesta
les&o surge vasodilatagdo com saida de plasmaéudas sanguineas.

b) Papula: eflorescéncia de consisténcia dura,rcipecom menos de 5 cm ,
com certa elevacdo que ndo forma cicatriz ao ra@greddem ser epidérmicas com
aumento de células de uma ou varias camadas darmgicu em placas que sao lesdes
elevadas em platd provenientes da formacgéo de wsagpapulas.

c) Tubérculo: é uma formacédo de consisténcia endlaeelevada com mais de
5 mm devido a infiltracdo de células mesenquimaidada derme deixando cicatriz ao

regredir.

d) Nodulo: é uma formagéo de consisténcia enduaedéddimensdes variaveis,
muitas vezes reconhecidas pela palpacéo, em vidoiagimero de células presentes na

hipoderme ou derme profunda.

7

e) Queratose: é um espessamento da epiderme pderpgio da camada

cornea. A superficie das queratoses em geral éadsmsbranquicada.

f) Vegetacéo: é a hipertrofia de algumas papilamab@s podendo se apresentar

sob o aspecto de verrugas
3) Eflorescéncias elementares de conteudo liquido

Sado as bolhas, vesiculas e pustulas. As bolhaseapeen contetdo liquido
(seroso) de grandes dimensdes enquanto que asulassiapresentam pequenas

dimensoes.

68



Nas pustulas observamos presenca de conteudo diquidulento podendo

conter bactérias e diversos neutrofilos.
O abscesso é uma colecédo de pus presente na pdafdedlos tecidos.

Todas as lesdes de contetdo liquido, ao involuiremm, geral ndo deixam

cicatrizes com excecdo dos abscessos.
4) Eflorescéncias por solucao de continuidade

Sao0 as erosdes, ulceracoes, fissuras, escorigg®escoriacdes sao roturas de

tecidos provenientes de mecanismo trauméatico cariesccom objetos, arranhdes, etc.

As erosfes provocam lesdes do tegumento por mewampiatoldgico superficial

que agride a epiderme.

Nas ulceracBes temos erosdo profunda da derme mest@o da hipoderme,
musculos e até 0ssos. As fissuras séo lesdesdmearestreitas da pele.

5) Eflorescéncias elementares caducas

S0 as escamas, crostas e escaras. As escamas\Badds epidérmicas que se

desprendem com facilidade e s&o devidas a disgldgi@ueratinizagdo.

As crostas sao decorrentes do ressecamento de atdsudo tipo seroso,

purulento ou hematico que se eliminam espontaneamen

As escaras sdo lesdes negras mais ou menos espesgasdem atingir planos

profundos da pele e s&o provenientes de necrasedéc
6) Sequelas

Sao as cicatrizes e as atrofias. As cicatrizessegaelas provenientes de leséo
de pele e as atrofias sédo caracterizadas pela wigéom da espessura da pele com

reducdo do numero de camadas.
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APENDICE B

A TECNICA SRTXRF E O LNLS

B.1- Fluorescéncia

O fendbmeno consiste na capacidade espontaneagyaad substancias tem de
emitir fotons quando absorvem radiagdes ( raiosuX,sincrotron, UV, etc) gerando
fétons com comprimento de onda, em geral, maiovesajda radiagdo incidente. Por
exemplo, alguns materiais brilham quando expost@sli@acdo ultravioleta emitida por

uma lampada do tipo luz negra ou mesmo aos raios X.

A fluorescéncia de raios X esta associada a emdssdiadiacdo eletromagnética
devido as transi¢cdes de elétrons entre diferentdtais e esta relacionada ao modelo

guantico da estrutura atdbmica.

Na teoria quéantica, uma funcdo de onda consisteanumcaoV(x,y,z) que
surge na equacdo de Schrodinger na mecanica cuanmti@a expressdo matematica que
envolve as coordenadas de uma particula no espacesta puder ser resolvida para
uma particula num dado sistema, entdo, dependeaslocahdicdes de contorno, a
solucdo consiste num conjunto de fungfes de onuaitpas (autofuncdo) da particula,
cada uma correspondendo a um nivel de energia tni@utovalor). O significado

fisico da funcao de onda é que o quadrado do steuakasoluto,|tp|2, para um ponto, é

diretamente proporcional a probabilidade de eneon& particula num pequeno
elemento de volume. Para um elétron num atomodé&torigem ao conceito de orbital

atdmico ou molecular.

No caso do elétron, o quadrado do moédulo da fudgdonda do elétro11j.l|2

fornece a probabilidade de se encontrar o elétuomancerta regido do espago préximo
do nucleo EISBERG et al., 198§. Esta regido é conhecida como o orbital e reptase

a regido do espaco onde se tem grande probabilidadencontrar um determinado
elétron. Segundo este modelo, enquanto o elétnongmece num orbital ele ndo ganha
e nem perde energia. Quando o elétron faz umai¢éanentre dois estados diferentes,
ele d4 o chamado salto quantico. Como estadosdifs estdo associados a energias
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diferentes, os saltos quanticos sdo acompanhadts @missdo de radiacao
eletromagnética. Os elétrons sédo caracterizadas gelus estados quanticos. A estes

estados estdo associados quatro niumeros, denomimacheros quanticos:
a) principaln, um ndamero inteiro positivo;
b) orbitall, que pode assumir valores inteiros entre zerele
c) magnétican, que pode terl21 valores inteiros possiveis enttee—H); e
d) spins, que pode assumir apenas os valete? e —1/2

O numero quéantico principal est4 associado a dé&meial entre a funcdo de
onda do elétron e a distancialo nucleo e, portanto, a probabilidade de se draron

elétron a certa distancia do nucleo.

Os numeros quéanticése m estdo associados ao momento angular do elétron e a

dependéncia angular da funcao de onda do elétron.

O numero quantico de spin indica a orientacéo ldorom ao redor do seu
proprio eixo. Como existem apenas dois sentidosipeis, este niumero quantico
assume apenas o0s valord#2 e +1/2, indicando a probabilidade de 50% do elétron
estar girando em um sentido ou no outro Quandcwoel muda de estado quéantico
emite radiacdo eletromagnética. Esta radiacéo raatia de fluorescéncia de raios X ou

raios X caracteristicos.

Os fotons emitidos por uma fonte, ao incidirem solima amostra, sao
absorvidos pelos atomos da substancia deixandoro®stados excitados, ou seja,
elétrons sdo removidos de sua eletrosfera. Op&tetirados do atomo tém maior
probabilidade de pertencerem aos niveis K ou L.nQoia atomo se desexcita, ha a
emissdo de fétons correspondentes as transicdeénaas |— K, M—K ou M—.L,
etc. O espectro de energia correspondente a esteicbes € Unico para cada tipo de

elemento, permitindo assim identifica-lo.

Existem diversas maneiras de se induzir a emissdaalos X caracteristicos
dos elementos que constituem uma determinada anmbB&ntre as mais usadas estao as
excitacfes por meio de particulas aceleradas ta® elétrons, protons ou ions, de
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particulas alfa, beta menos, raios gama ou raipsgaovenientes de radionuclideos,
atraves de raios X gerados por tubos com anoddsinigsténio, Molibdénio ou Raédio,

e, mais recentemente, por radiagédo sincrotron.

O tipo de fonte de excitagdo depende dos elementiasregido do espectro que

se pretende analisar. A fonte usada neste traBadhde radiacéo sincrotron.
B.2- Os raios X caracteristicos

Para que haja a producdo de raios X caracterigtiqgoeciso se retirar elétrons
das camadas mais internas dos a&tomos. Para quec@sta, a energia minima deve ser
maior que energia de ligacdo do elétron deste ,ndezlominada energia de ligacao.
Esta energia pode ser calculada de modo aproxirmalitando a teoria atbmica de
Bohr para os atomos de hidrogénio e hidrogendidas, sdo atomos formados por
apenas um nucleo e um elétron. Assim sdo chamaoi@gip seu comportamento

quimico é similar ao do hidrogénio, tais como deajéritio e outros ions leves.

A energia de ligacdo de um elétron na camada K quodle ser calculada,

aproximadamente, pela equagéo B.1:

_me*(Z -by
== e hn
0

(B.1)
onde:

E = energia de ligacao eletrénica (J),

m = massa de repouso do elétron = 9,1 1%k

e = moédulo da carga elétrica do elétron = 1,6X10,

Z = nimero atémico do elemento emissor dos raios X,

b = constante de Moseley, com valores iguais a J4epara as camadas K e L,

respectivamente.

&, = permissividade elétrica no vacuo = 8,8534%@.N*.m?
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h = constante de Planck = 6,62540.s, e

n = numero quantico principal do nivel eletrébnico<rl, 2, 3, etc. para as

camadas K, L, M, etc., respectivamente.

Substituindo-se na equacdo B.1 os valores das agast no sistema

internacional de unidades, a energia dos raiosnpeles, é dada por:

(z-b)

E= 218107 (B.2)

Reescrita em termos de elétron-volt, a equacadoBn2-se:

_ 2
E= 1365@ (B.3)
n
Pela equacdo B.3, vé-se que a energia de ligacéo ypa dado nivel é
diretamente proporcional ao quadrado do numeroietdfmdo elemento. Assim, para
retirar elétrons do nivel K dos elementos Al, FEeede numeros atémicos 13, 26 e 52,
serdo necessarios, para o nikel,560; 7,114 e 31,814 keV e para o nivel0,074 -

0,723 e 4,612 keV, respectivamente.

Como é necessario que um elétron seja ejetado alnoatpor exemplo, da
camada K, para que ocorra uma transicdo entreedtéslos quanticos, a energia da
radiacdo que excita o atomo, deve ser igual oursue energia de ligacao do elétron
ao atomo, neste cas.EDe maneira semelhante, a liberacdo de elétronsivid L,
gera o espectro de energia das linhas L e a engggiadiacéo incidente deve ser igual
ou superior as energias de ligacae, [, e B3. Portanto, para que ocorra emissao de
raios X caracteristicos é necessario que a endmgi@diacdo incidente seja igual ou
superior a essas energias critidBlSBERG et al., 1988. As transicOes entre estados
guanticos sao representadas em termos de um daglamiveis de energia. A figura
B.1 mostra, esquematicamente, as principais liat&as = 4 ANJOS, 20004.
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Figura B.X Diagrama de energias para as linhas K, LM e N

Na teoria da espectrometria de raios X, 0os estqdasticos estdo associados a
niveis de energias. Estes niveis de energia depende apenas dos numeros quanticos
n el, mas também do nimero quantjcgue representa a soma vetorial @es, com a

restricdo que j n&o seja negativo.
j=l+s (B.4)

assim, somente assumira os seguintes valores:

1
=1+ = B.5
j 5 (B.5)
Quandd assumir valor zero, ente %

Sel for 1; entéaqg = % ej= g; e sucessivamente para todos os valorés de

O numero maximo de elétromg, em um subnivel é dado por:

Ne=2+1 (B.6)
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Um espectro de raios X é formado pelos fotons dosti por cada
preenchimento de vacancia. Suponha que um elétoomidel K é inicialmente
removido do &tomo de uma amostra abrindo uma vacéNe primeira desexcitacao,
um elétron do nivel L pode realizar um salto qu@npara preenché-la produzindo um
vazio no nivel L. Este podera ser preenchido porelgtron no nivel M, onde surge

outro vazio que por sua vez sera preenchido paglétron do nivel N.

O efeito dessa cadeia de preenchimentos de vagubgaée a migracdo de cada
vacancia sempre em diregcdo a um nivel de menogiané€uando a vacancia surge,
finalmente, no nivel de mais baixa energia, tambkamada de banda de valéncia, ela
€ preenchida por um elétron livre qualquer no naltero atomo estaria de volta ao seu

estado fundamental.

Cada um dos eventos de transicdo de elétrons estaglos quéanticos esta
relacionado a uma perda de energia na forma des@mdge raios X caracteristicos, ou
seja, fétons com energias caracteristicas bemida$ipara cada elemento. Estes fétons

€ que formam o de espectro de raios X caractarsstic

A diferenca de energia entre os dois estados gqudnginvolvidos serd a energia
do féton emitido em cada evento de ocupacdo dengasa Assim, a transicao entre um
elétron do subnivel {para o nivel K, resulta na emissao de fétons chankals. A

energia deste féton é expressa como:
Ev., =By -E, (B.7)

Se a transi¢ao for do subnivek dara o nivel K, temos a emisséo de fétons da
linha K-M3, com energia:

Ec.v, =Ex -Ey, (B.8)

Entretanto, nem todas as transicées entre estadogicps sdo possiveis, uma
vez que existem transi¢cdes proibidas, como podeaado nas de regras de variacado

dos nimeros quanticos:
Al=+1
: (B.9)
Aj=0,+1
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Tabela B.1-Os niveis e subniveis de energias possiveis dbl K a

NGmeros quanticos NGmero maximo de

Nivel Subnivel

N | J elétrons
K 1 0 1/2 2
Ly 2 0 1/2 2
L L, 2 1 1/2
Ls 2 1 3/2 4
M1 3 0 1/2 2
M, 3 1 1/2 2
M Ms 3 1 3/2 4
Ma 3 2 3/2 4
Ms 3 2 52 6
N 4 0 1/2 2
N2 4 1 1/2 2
N3 4 1 3/2 4
N Ny 4 2 32 4
Ns 4 2 5/2 6
Ne 4 3 5/2 6
N~ 4 3 72 8

Sao permitidas apenas as transicdes que estdo aldoacom as regras
representadas pela equacado B.9. O nivel L, por geemossui 3 subniveis | L, e Ls.
Apenas as transicoes K-k K-Lz ocorrem. A transicédo K-Lé proibida AI=0 eAj =0).

B.3- A emissado de fluorescéncia de raios X

Basicamente, o processo de interacdo predominatrie @& radiacdo ionizante e
a matéria responsavel pela fluorescéncia de raiog X efeito fotoelétrico. O
espalhamento coerente e incoerente também ocoa®,sé0 parametros indesejaveis

porque prejudicam o limite de detecgdo. A fluorest® de raios X por dispersdo em
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energia utiliza detectores de estado solido queridisiam diretamente a energia dos
raios X que chegam ao detector. A analise por dsmdncia de raios X consiste de trés
etapas: a excitagdo dos elementos que constitisnosira, a absorgéo dos raios X e a
deteccdo dos raios X emitidos pela amostrACQHANCE et al., 1995 e ANJOS,
20009.

Para chegar a uma relacdo entre a intensidadedizc@a fluorescente e a
concentracdo Wde cada elemento i numa amostra; assume-se quaostra é
homogénea e possui uma espessurl® & composta por n elementos com diferentes

concentracdes Wonde i =1, 2, 3, ..., n).

A fracdo da radiacdo incidente que leva a emissaenth determinada linha de
raios X caracteristicos € determinada por uma pibllade de excitagdo que é produto
de trés outras probabilidadgsOSTA, 2003, PEREIRA, 2003

pEi = pnivel 'plinha 'pﬂuorescércia (BlO)

onde:
Pnivel € @ probabilidade que a radiacéo incidente rekieons de um dado nivel
quantico, niveis K, L, M, N, etc;
Pinha € @ probabilidade que uma determinada linha sej@éda dentro de sua série. Para
um elétron retirado do nivel K podemos ter as sggsitransi¢cdes do nivel L: Kzle
K-L3;
Pruorescencia€ @ probabilidade de ocorrer emisséo de fluoreszé&e raios X ao invés de

elétron Auger, a partir de uma transicao realizadee dois estados quanticos.

O atomo fica excitado quando libera um elétrontatbOs elétrons de niveis
mais energéticos vao preenchendo as vacanciaszmladue a energia na transicdo é

liberada de duas formas:
a) Como um foton na forma de fluorescéncia de rdjos

b) Como um elétron na forma de elétron Auger. Nestso, o foton liberado é
reabsorvido dentro do atomo por outro elétron atbiste elétron € liberado do &tomo

com uma energia igual a diferenca entre a enemitwn absorvido e a energia de
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ligacdo do elétron. Uma importante consequéncienmiasao de elétrons Auger € o fato

gue o numero de raios X caracteristicos produzdognor do que o esperado.

O rendimento de fluorescéncia é definido como a probabilidade para que o

féton produzido seja liberado do atomo sem sers@ahlo gerando um elétron Auger.

Assim, W pode ser representado como:
w= N
o (B.11)

N = N+ Ma (B.12)
onde:
ns € 0 numero de fétons produzidos como fluorescé@eiaios X;

np € o numero de fétons que sdo produzidos devid@e@ncia nos niveis e sub-

niveis atbmicos;

Nna € 0 numero de féton que sao reabsorvidos dentr@atdmo, produzindo

elétrons Auger.

O rendimento de fluorescéncia para linha K é daslo pimero de fétonscn
emitidos como fluorescéncia de raios X, para t@asnhas K, dividido pelo nimero

de fotons criados pNdevido as transi¢cdes entre os estados quantissgmAtem-se:

n +n

+n +... zn
K-Lg K-Mg _ K
N, N, (B.13)

O rendimento de fluorescéncia para as linhas L tendo pode assumir trés

diferentes valore:®,, W , €W,

A emissédo de elétrons Auger € mais comum em el@®aam baixo nimero
atbmico (Z<20) porque os elétrons estdo mais fracten presos e os foétons

caracteristicos sdo mais facilmente absorvidos.
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Uma das consequéncias do efeito Auger € que assliebpectrais de uma dada
série ndo sdo tdo intensas como prevista pelo wideracancias criadas no orbital

associado.

As emissbes de fotons de fluorescéncia e elétramgeAsdo processos de
decaimentos concorrentes e a predominancia de uoutbo depende basicamente do
namero atdémico do elemento analisado na amostemiisao de elétrons Auger € a
principal limitacdo na sensitividade de experimsertom elementos com baixo nimero

atomico.

Pode-se definir o rendimento de fluorescéncia de modo geral como o
namero de raios X efetivamente emitidos em relag@onumero de vacancias

produzidas em um dado nivel
B.4- A Intensidade relativa das linhas de raios Xaracteristicos:

A intensidade relativa entre a linha especificaseoatras linhas na série da
probabilidade para que uma determinada linha e8medeja emitida dentro de uma
série. Assim, a probabilidade que a linha ¥skeja emitida em relac@o as outras linhas
K é dada pelo fator:

I K-L2y3

R e (B.14)
22 z I todasadinhaskK

Experimentalmente a linha Ksl&, aproximadamente, duas vezes mais intensa

que a linha K-k A intensidade relativa para linha K-4.é dada por:

IK—L
f - 2,3
K-Lp hetss * o, (B.15)
As intensidades das demais linhas por serem muetgugmas podem ser
desprezadas. A probabilidade de emissédo da s¢My k.em relacdo as outras linhas L

é dada pela equacao:

_ I'—3-M4,5

flov,. =" B.16
ratlas Zl todasdinhasL ( )
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B.5- A espectrometria por fluorescéncia de raios X

A espectrometria por fluorescéncia de raios X € tatito como técnica de
analise qualitativa, técnica nao destrutiva quenfieridentificar os elementos presentes
em uma amostra e também Util como técnica de ardliantitativa, ou seja, que auxilia
na determinacado da concentracado elementdeQCKENKAMPER, 1996a).

Na espectrometria de fluorescéncia de raios X wntefde radiacdo provoca a
excitacdo dos atomos das substancias que se predeatisar. Quando um atomo no
estado fundamental € irradiado por acdo de uma fexterna de energia, ele absorve
esta energia promovendo elétrons a niveis maigétars. Neste estado o atomo estara

em um estado instavel chamado estado excitado.

Como na natureza tudo tende a buscar o estaddaddlidade, o atomo excitado
tende naturalmente a retornar ao seu estado fumii@mecorrendo uma emissao de
energia. Esta energia envolvida na absorcdo é warateristica especifica de cada

elemento quimico, permitindo a sua identificac@&oreespondente quantificacao.

Quando um feixe de radiacdo ionizante incide sadramostra, ocorrem
interacdes dos fotons do feixe com os atomos doeezitos constituintes da amostra.
Desta forma, pode ocorrer, além da excitacao, i@do@o dos elementos por meio do
efeito fotoelétrico ou espalhamento Compton, pango. Como consequéncia, 0S
atomos dos elementos emitem linhas espectrais cmrgias caracteristicas e cujas
intensidades estéo relacionadas com a concenttagélemento na amostra.

A técnica analitica da fluorescéncia e suas varsatgm sido de grande valia em
pesquisas nas areas bioldgicas e das ciénciassgxatacipalmente nas pesquisas
ligadas a agropecuaria, agroindustria, geologénaias ambientais, fisicas e quimicas,
etc., por permitir na maioria das vezes uma andgjismica inorganica, de modo néo

destrutivo e simultaneo para varios elementos eaisni

As técnicas de fluorescéncia tém ainda a vantagemednitir a analise direta
de amostras sélidas, como nas técnicas de fluoraasc@e raios X com dispersdo em
energia (EDXRF), fluorescéncia de raios X por dis@e de comprimento de onda
(WDXRF) ou fluorescéncia de raios X com microssofaXRF), que e nédo tém a
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necessidade de fazer a digestdo quimica das asjostvemalmente obrigatéria em

equipamentos tradicionais utilizados na quimicditce

Quando se trata de amostras liquidas, traz a v@mtalp necessitar de pouco
volume (TXRF), da ordem de microlitros, com sengiade analitica compativel com
instrumentacdo mais sofisticada, como espectrofetitende absorcado atdmica (AAS),

espectrofotometria de emissao atémica (AES).
B.6- A reflexdo e refracdo da luz

A reflex@o e a refracdo sdo fendbmenos comuns dée eslacionados ndo s6 a
propagacdo da luz, mas também a propagacdo das eleleomagnéticas em geral,

incluindo os raios X.

Quando a luz estd se propagando em um determin&i® enatinge uma
superficie de um meio translicido como, por exempho bloco de vidro transparente,
parte dessa luz retorna para o meio no qual esayaropagando. Este fendmeno é
chamado de reflexdo da luz. Ja a outra parte ge & luz que passa para o outro meio,

ou seja, do ar para o vidro, caracteriza a refrdedoz.

Esses dois fenbmenos podem ocorrer de forma simealténo entanto, pode
acontecer de um dos dois prevalecer sobre o aute,isso depende da natureza dos

meios que a luz esta incidindo e das condi¢coesa@éncia.

A figura B.2 mostra um esquema demonstrando osnfenés da refracdo e da
reflexdo da luz, onde; € o angulo de incidéncia ® é o angulo de refracdo. Na

reflexdo, o angulo de incidéncia € igual ao desreid (1,).

feixe reletido

Figura B.2 Reflex&o e refracdo de um feixe de luz
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A reflex@o e refracdo da luz obedecem as seguieggas:

a) os feixes incidente, refletido e refratado pertemeeum plano normal a superficie da
interface

b) na reflexdo, o angulo incidente € igual ao angeiletido

c) na refracdo, a relacdo entre o feixe incidentefeixe refratado € dado pela lei de
Snell:

V,€05(1) = V3 oS, (B.17)

onde: \ € a velocidade de propagacao da luz no meig 4 velocidade de propagacéo

no meio 20, € o angulo incidentee, o angulo da refracéo.

Dividindo-se a equacgédo B.17 pela velocidade daduzacuo (c), tem-se:
\% \
~2 [tosf,) =1 [tos(,) (B.18)
C C

Como o indice de refracdo absoluto é definido como:

C
n=— (B.19)
VvV

sendov € a velocidade da luz no meio em que a luz se peg@aequacdo B.18 pode ser
reescrita:

n, [cos(@,) =n, [cos(,) (B.20)
onde: i e rp sdo os indices de refracdo absolutos dos mei& fespectivamente.

Quando se trata de radiacdo eletromagnética degianea faixa dos raios X no
espectro, o fendbmeno da refracdo é mais bem depetd Teoria de Lorentz.

Neste caso, o0 indice de refracdo € dado por um nolroemplexo e também

adimensional:
n=1-3-ip (B.21)

A parte real do indice de refracdo € dada por:
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n=1-9% (B.22)

Na equacédo B.21, o terndesta associado com a dispersdo de raios X no 2néo
valor ded pode ser obtido pela equacédo B.23 para raios X emengias superiores as
das bandas de absorcdo do material do meiok2e(lg) (KLOCKENKAMPER,
19969:

. 1
5= (416x10°* B§G— 23
(41 = (B.23)

onde:p é a densidade do material (gfmo meio 2;
Z é 0 numero atémico;

A é a massa atdmica (g/mol) e

E é a energia dos raios X incidentes (keV).

A parte imaginarig3 esta associada com a absor¢do dos raios X no engaae ser

representada como.

987x10°° [E“j
B= -

(B.24)

Onde (I/p) é o coeficiente de absorcéo de massa do matleriaieio 2 (crflg) para a

energia dos raios X incidentes.

Os parametro$ e B s&o quantidades pequenas (da ordem &eal00'%). Na
regido dos raios X, os valores @esdo muito menores do qodeA tabela B.2 mostra
valores ded e 3 para alguns materiais calculados para a energiinda K, do
molibdénio (17,4 keV). Para compostos e mistuvas} sdo calculados, levando-se em
conta a contribuicdo de cada elemento:

n
Ototal = 2.Ci L, (B.25)
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n
Btotal = _glci [IBi (B.26)

onde ¢é a fracdo de massa de cada elemento individugdmen

No processo de reflexdo total o angulo de refraeéide a zero e o feixe de
radiacao refratado tangencia a interface entreedgs1i e 2. Consequentemente hq um
angulo de incidéncia minimo, chamado de angul@aria partir do qual a refracdo ndo
ocorre e toda radiacdo incidente sofre reflexdocal.toA figura B.3 mostra
esquematicamente o processo de reflexdo totalsineszdes A e B ndo ocorre reflexao
total por que o angulo de incidéncia é maior quangulo critico e, portanto, ocorre
refracdo. Ja na situacéo C, o feixe incide num langienor do que o angulo critico,

como consequéncia toda a radiacdo incidente seftex@o total, ou seja, ndo ha

refracao.
meio 1
A (B) (@)
| i/)-—rac‘
> meio 2

Figura B.3— Representacao da reflexao total

De acordo com a equac®020, se o angulo de refragéay] tender a zero, e
considerando o indice de refracdo do meio 1 cormmdize de refracdo do ar;(r),
pode-se determinar o angulo critico, ou seja, ongle o angulo de incidéncia tem que

assumir para que ocorra o fenébmeno da reflexab tota
COS(C( critico) =N, (B.27)

Como o indice de refragdo do meio 2 pode ser reptado pela parte real do
indice de refragédo dado pela equacgéo B.16, tem-se:

COS(G critico) =1-9 (B.28)

84



Tabela B.2— Densidades de materigjsd partes reald] e imaginariaf§) do indice de
refracdo da linha Kdo Mo (17,4 keV)

Refletor p (g/cm) 3 (10°) B (10%
Lucite 1,16 0,9 0,055
Vidro de carbono 1,41 1,0 0,049
Nitrato de boro 2,29 15 0,090
Quartzo 2,20 15 0,46
Aluminio 2,70 1,8 0,79
Silicio 2,33 1,6 0,84
Cobalto 8,92 5,6 19,8
Niquel 8,91 5,8 21,9
Cobre 8,94 5,6 24,1
Germanio 5,32 3,2 18,7
Tantalo 16,6 9,1 87,5
Platina 21,45 11,7 138,2
Ouro 19,3 10,5 129,5

Como o angulo critico é muito pequeno, portantoepsel expandir a funcéo
cosseno numa série de Taylor:
0%  o*

+ —_—

.......... (B.29)
Usando apenas os dois primeiros termos da expaaséguacao B.29, tem-se:

2

a .
COS(G critico) :1_$ (B.30)

Relacionando-se as equagdes B.29 e B.28, obtém-se:

2

1—GL2"“C°=1—6 (B.31)
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Desta forma pode-se escrever uma relacdo maisespplta o angulo critico
da reflexao total:

acmico = 20 (832)
Substituindo a relacdo @edada pela equacao B.23 na equacao B.32, tem-se:

_288x102 [ Z
A ritico ~T px (B.33)

A equacdo B.33 fornece valiosas conclusdes soliéeraca TXRF. Além de
fornecer o angulo critico de reflexdo total, mosgftez o0 angulo critico € diretamente
proporcional a densidade do material do meio 2vergamente proporcional a energia
da radiacdo incidente. A tabela B.3 fornece osrealalos angulos criticos para as
energias de 8,4 keV, 17,4 keV e 35 keV para difeseemateriais e elementos.

Tabela B.3-Angulos criticos da TXRF para varios materiaisferdntes energias.

Refletores Angulo critico (mrad)
8,4 keV 17,44 keV 35 keV
Lucite 2,7 1,3 0,7
Vidro de carbono 2,9 14 0,7
Nitrato de boro 3,7 1,7 0,9
Vidro de quartzo 3,7 1,7 0,9
Aluminio 3,8 1,9 0,9
Silicone 3,7 1,7 0,9
Cobalto 7,0 3,3 1,7
Niquel 7,2 3,5 1,7
Cobre 7,0 3,3 1,7
Germanio 5,2 2,6 1,3
Tantalo 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 angulo arsifpara quatro materiais:
silicio, Lucite, quartzo e ouro em funcdo da ergema radiacdo incidente. Pode-se

observar que o quartzo apresenta uma caractessticelhante ao do silicio.

O fendbmeno de reflexdo total de raios X somenterrecee o angulo de
incidéncia do feixe incidenter{) for menor do que o angulo critico. Para a maidos
refletores utilizados em TXRF este valor € menorgde 0,2. Dois parametros séo
importantes quando ocorre a reflexdo total, o comfte de reflexdo total (R), que é
aproximadamente 100% para angulos de incidénciamgilo que o angulo critico, e 0
poder de penetragédoyjZque para angulos menores do que o angulo céti® ordem
de 10°m. Tanto o coeficiente de reflexdo (R) como o patepenetracéo (%, pode ser

calculado a partir da teoria do eletromagnetisraesito.

90
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Figura B.4— Angulo critico em funcdo da energiamiiferentes materiais
B.7- Analise quantitativa

Uma das caracteristicas importantes sobre a tédeiCBXRF sdo as pequenas
quantidades de amostras necessarias para de pracadaélise. Amostras da ordem de
1mg, ou menos, podem ser processadas, quando, satdeposita fL dessa amostra
ja processada sobre o refletor que serd expostdiacfio para que aconteca a excitacao
e, posteriormente, a fluorescéncia.
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Neste caso, a amostra pode ser considerada um filrnee os efeitos de
absorcéo podem ser desprezados. Neste caso, aitapée elementar € determinada
através de uma relagéo entre a intensidade da;@adiluorescente de um determinado
elemento i, a sensibilidade do sistema para estregito, 0 coeficiente de reflexdo do

refletor e a transmisséo da radiacéo no ar.

Além disso, as amostras depositadas nos reflet@@possuem uma geometria
regular e reprodutivel, caracteristicas das quafemdem as analises por meio de
incidéncia de radiacdo usada na etapa de excitacao.

A dependéncia do método de analise da geometrissistema pode ser
contornado calculando-se a intensidade relativa gara cada elemento em relagéo a
concentracdo conhecida de um padréo interno adidmdma amostra. Desta forma,
pode-se escrever uma equacao em relacado a um gadndatensidades!

I _ K, [S W]+ R(@)|T,
o KO, 5 W1+ R(a)|T

: (B.34)
ar
onde:
li ¢ W sdo a intensidade da radiacdo fluorescente e @ertvacdo do elemento i na
amostra;
Ise Ws sé@o a intensidade da radiacéo fluorescente ecowacao do padréo interno na
amostra;
S e $sao as sensibilidades para o elemento i e paadr@ interno.
Logo:

L yg=— my; (B.35)

I i =S [W, (B.36)
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; : : I
l;,i échamado de intensidade relativ I:— Wg |, e
S

S

S i € a sensibilidade relativa[:—J :
Ss

A equacao B.36, fundamental na analise por TXRhdoae utiliza um padréo
interno, mostra uma relacdo simples entre a irdeadsi relativa e a concentragdo de um
elementoi. O objetivo, ou seja, 0 parametro quer determimdara concentracao
elementatW,. A intensidade relativa se obtém experimentalmeatea sensibilidade

relativa, através de padr6es mono ou multielemesitawm concentragcdes conhecidas.

B.8- O limite de deteccdo na técnica SRTXRF

Em um espectro de pulsos de raios X pode-se obisam@a linha
aproximadamente continua sob os picos caractedstos elementos que compde a
amostra. A base delimitada por esta linha decoireipalmente das contagens devido
as interacbes das radiacOes espalhadas pela anessttauras em torno, pelo proprio

detector, e também dos raios X caracteristicasdonipelos elementos.

O limite de deteccdo, ou limite minimo detectaveVD), representa a menor
quantidade, seja de concentracdo, massa, volume, ppade ser discriminada
estatisticamente em relacdo contagens fortuitasuddo no espectro, ou seja, o
backgroundou radiacdo de fundo. Para o calculo LMD na te&credRTXRF, foi
determinada a area abaixo do pico de cada elendenitteresse presente no espectro,
obtendo-se, assim, as intensidadesbdokground Os ajustes foram realizados para
amostras certificadas de figado bovino utilizané@seguinte equacao (STREef al.,
2008):

C.
LMD :31/NBN—' (B.37)
onde:

Ci = concentracgdo certificada do elemento i em umastiande referéncia

Ng = backgroundsob o pico de fluorescéncia do elemento i na aanost
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N;: intensidade da fluorescéncia relativa ao elememdoamostra.

Os limites de detecc¢do para a técnica de TXRF s@orbenores do que para outras

técnicas de fluorescéncia, devido principalmentésfatores:

(1) baixa intensidade doontinuum devido a reduzida transferéncia de energia ao
suporte da amostra em relacdo a XRF,

(2) o fluxo da radiac&o primaria disponivel para atagédo da amostra, devido ao feixe
refletido, € muito mais efetivo do que na XRF e

(3) a distancia amostra - detector € muito menor quED-XRF, aumentando, assim a
eficiéncia de deteccéo dos raios X caracteristicos.

Um espectro de energia com um unico pico de fle@resa de raios X €

representado esquematicamente na figura B.5, dfidé,a contagem liquida egMa
contagem relativa aoackground.

¥

//Ao

\'M\\\

—
Energia (ke'V)
Figura B.5- Pico de fluorescéncia de raios X

Uma maneira usual de se comparar diferentes técaitaliticas € utilizando o
LMD. Normalmente, ele é determinado para algunsnefdos e, para os demais

elementos de interesse, sdo obtidos por extrapokagartir do qual se constroi a curva
do limite de deteccéo.
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O limite de deteccdo em TXRF é da ordemndej’. Entretanto, em algumas
condicbes especiais, pode se chegar a valoresopéimite de deteccdo dpg.g*
(WOBRAUSCHEK et al., 199).

Dentre algumas das vantagens do uso das técnidhsdescéncia por reflexao

total pode-se citar:
a) a excitacdo da amostra é efetuada por ambesxes fo incidente e o refletido;

b) o sinal fluorescente é, pelo menos, duas vezesr me comparado as geometrias da
excitacdo convencional no caso EDXRF, d¥48s;

c) o backgroundespectral causado pelo espalhamento no reflebastante reduzido

(alta reflexibilidade — baixa transmissao no matgri

d) a contribuicdo do espalhamento na amostra émaidevido ao angulo de 9éntre a
radiacéo incidente e a radiacdo espalhada em oedacdetector;

e) o detector é posicionado bem proximo a amostrsuperficie do refletor resultando

num angulo solido de deteccdo bem maior se compasadutras técnicas;

f) as massas de amostras necessarias sdo muitenpsge devem ser preparadas de
maneira a formar um filme fino sobre um refletonrtBnto, nenhuma absorcao
praticamente ocorre dentro da amostra. Aléem digsafica-se uma correlacéo linear
entre a intensidade da radiacdo fluorescente enaentracdo dos elementos na

amostra.

Valores mais baixos para os limites de deteccatagiodem ser alcancados se
0s parametros fisicos que o influenciam forem aglest, tais como a sensibilidade e o

nivel debackground
A sensibilidade desta técnica pode ser aumentatadavando-se a(0):
a) intensidade da radiacdo incidente;
b) distancia da fonte a amostra e da amostra actdet

c) area ativa do detector;
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d) sistema eletronico utilizado para processarulsog de voltagem, que tém origem

no detector;

e) mecanismo de monocromatizacao do feixe primgaia modificar a distribuicdo do

espectro da radiagao.

Da mesma forma, a intensidade dmackground pode ser melhorada

considerando-se a(0):
a) intensidade da radiacao incidente, sua disgdlauespectral e a respectiva secéo de
choque de espalhamento para a cada amostra;
b) massa da amostra;

c) forma geométrica e do material do substratojmag®mo da profundidade de

penetracdo da radiagdo incidente no substrataceefwiente de reflexo;

d) medida no ar que leva o espalhamento da radiagawria e a contribuicdo da

radiacdo caracteristica do ar (ou atmosfera deuAgr)
e) ajuste real do angulo de incidéncia; e

f) angulo sdlido do detector.

A figura B.6 mostra uma comparacdo do limite deeclgio entre técnicas

analiticas que concorrem com a TXETRELI, 1996.

A TXRF, cuja geometria é de aproximadamerit®©@®, possui vantagens em
relagdo a EDXRF convencional cuja geometria é d&485 O campo de radiacéo é
uniforme e a intensidade da radiacdo é constards, no caso da EDXRF, diminui
exponencialmente ao interagir com o material deddatenuacdo da radiacdo na sua
penetracao.

Dentre essas vantagens da técnica podemos citar:
a) diminuicao ddoackgroungl
b) dupla excitagdo da amostra por ambos os fevmegpo e refletido;
C) pequena distancia amostra-detector (em torrordm);
d) angulo solido grande;
e) pequenas quantidades de amostra; e

f) baixos limites de deteccéo.
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O LMD para os elementos de numero atdbmico abaixb3d@\l) € afetado pelo

baixo rendimento de fluorescéncia e outras limgachem conhecidas em energia

dispersiva, como baixa probabilidade de ocorrédoiafeito fotoelétrico, absor¢éo dos

raios X caracteristicos pela janela de Be e pel®rdare a amostra e o detector.

Trabalhando sob vacuo e com detector sem janeBedalguns autores tem relatado
limites de deteccéo de 10 ng para o O e 0,8 ngNMaréSTRELI et al., 199)
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Figura B.6- Limites de deteccédo de técnicas analitid@3L(G et al., 1993.

Em relacéo a figura B.6, seguem-se as abreviacéesies nomes das técnicas

de andlisedINAA (induced neutron activation analysisET-AAS (electro-thermal

atomic absorption spectroscopye ICP-MS (inductively coupled plasma mass

spectrometry.
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B.9- Radiacé&o sincrotron

A radiacdo sincrotron é a radiacdo eletromagné&tindida quando particulas
carregadas com velocidade relativistica sdo subaweta aceleracdo radial. A base
tedrica para a producdo de radiacdo sincrotrorrelstéionada a descobertas do elétron
por Thomson. Em 1897, Larmor derivou uma expredsaeletrodinamica classica para
a poténcia total instantanea irradiada por umaiquéat acelerada carregada. No ano
seguinte, Liénard estendeu este resultado ao casanmh particula relativistica
submetida a aceleragdo centripeta numa trajetémialar. A formula de Liénard
mostrou que a poténcia da radiacdo é proporcio(inac)*/R? onde E é a energia da
particula, m € massa de repouso do elétron, e Rraooda trajetéria. A primeira
observacédo visual da radiagdo sincrotron ocorreul®4Y por Frank Elder, Robert
Langmuir, Anatole Gurewitsch e Herb Pollock, no &mwah Electric’'s Research
Laboratory, em Schenectady (Nova York/USTRELI, 1996).

O uso de uma fonte de luz sincrotron na técnica H & mite alcancar limites

de deteccéo baixos mais do que quando se utiliza Xade alta poténcia.

Trés vantagens do uso dessa fonte de excitacaesp@cialmente importantes
(KLOCKENKAMPER, 1996a):

a) o alto brilho espectral de um feixe da radiagi@crotron resulta em um aumento da
intensidade de raios X primarios da ordem de 3Zeveomparado com os tubos de

raios X convencionais;

b) como a radiacéo sincrotron cobre uma ampla f#&xanergias do espectro de raios
X, ela é altamente indicada paemergy tuning Um cristal com multicamadas
preferencialmente usado para a selecédo de uma lklanelaergia particular pode ser
facilmente ajustado para uma determinada energisex@@acdo na busca por

elementos;

c) o backgroundespectral ja reduzido por reflexdo total € bastdraixo devido a
polarizagdo da radiacdo sincrotron. O feixe é tmeate polarizado a 100% do plano
horizontal do anel de armazenamento. O detectoe @ev colocado num plano
horizontal ou vertical. Com esta configuracao, wehbackgroundpode ser atingir

valores menores.
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A radiacao sincrotron constitui uma fonte de luzatie brilho que os cientistas
utilizam para reunir informacdes sobre propriedagkdsuturais, quimicas e fisicas de

material a nivel molecular.

Um sincrotron produz luz usando poderosos eletminegd ondas de
radiofrequéncia para acelerar elétrons, em um d@elrmazenamento, a velocidades
proximas a da luz. O anel de armazenamento € uigopal regular de doze lados, feito
de secches retas em conjunto com magnetos de fléxdpedida que os elétrons
passam por cada ima, eles perdem energia sob a fignama luz muito brilhante e

altamente concentrada.

Esta luz € composta de diferentes espectros délufaixas de energia), tais
como infravermelho, ultravioleta, raios X. Essaiagédo pode ser conduzida para fora
do anel de armazenamento em dire¢do as estacGersnetais ou linhas de luz, onde
0s pesquisadores podem escolher uma faixa de aoemos de onda para analisar suas

amostras.

Esta ferramenta pode ser usada para investigaté@iaa analisar uma série de
processos fisicos, quimicos, geoldgicos e biol&idks informacdes obtidas pelos
cientistas podem ser usadas para ajudar a congebas drogas, examinar a estrutura
de superficies, desenvolver 6leos de motores rfiaisrges e menores, construir chips
de computadores mais poderosos, desenvolver noatesiais para implantes médicos
mais seguros, e ajudar com a limpeza de residuosrdgacdo, dentre diversas outras

aplicacoes.

Algumas propriedades basicas da radiacdo sincrotrarem ganhos
importantes para TXRFS{TRELI, 1996):

a) forma continua na faixa do infravermelho aoss;

b) alta intensidade;

c) alto nivel de colimacao;

d) polarizacéo linear no plano de 0rbita;

e) polarizagdo eliptica ou circular acima e aba@aglano da oOrbita para a radiagédo
magnética da curva;

fitamanho da fonte é pequena, determinada por fE>adétrons;

g) estrutura de tempo bem definida;

h) caracteristicas quantitativas conhecidas;
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i) alta estabilidade de intensidade e posi¢ao diefo

Alguns aspectos gerais da engenharia da envolvalaprdducdo de luz

sincrotron por ressaltadas @ASTRO (2001), que resumiu o0s principais elementos:

a) a camara de vacuo: onde os elétrons relatio$sticovem-se numa Orbita fechada
durante horas. A camara necessita de alto vacuwode a aumentar o tempo de vida
do feixe armazenado, pois, colisdes desses elamns atomos ou moléculas do gas
residual no interior da camara constituem um dasrda limitantes do tempo de

duracgédo do feixe util.

b) imas dipolares: geram um campo vertical constpata manter os elétrons numa

trajetéria fechada.

c) imas quadrupolares geradores de campos lineaseslétrons em suas trajetérias
circulares sofrem pequenos movimentos de amplitatggal chamados de oscilagdes
bétatron. Os imés quadrupolares sdo necessariasapaua focalizacdo. Conforme
indica 0 nome, estes imds tém quatro pélos opost@F em volta do eixo de

movimento.

d) suprimento de energia de precisdo para os ior@#sotados remotamente: o campo
nos imas é proporcional as correntes, e se comna@Ebs efeitos de histerese. Para
alcancar uma orbita circular, a corrente nas cutlegsimas dipolares deve ser mantida
constante. Além disto, se as particulas carregaflasaceleradas depois que elas sao
ejetadas na maquina, todo campo deve ser aumeatadincronismo, portanto todos

0s suprimentos de energias sédo controlados porutanhr.

e) cavidade de radiofrequéncia (RF) ressonante:cavalade onde os elétrons sao
acelerados por campos eletromagnéticos resisteitesergia perdida € substituida
pela aceleracdo das particulas pelos fortes canffosdentro da cavidade de
ressonancia. Estes campos sao constituidos pors agtacionarias. Portanto, para
qualquer aceleracao ser experimentada, os eléewesn ser bem agrupados, e também
devem chegar e partir da cavidade RF em fase pr@prn os campos de ressonancia
RF. De fato, isto é alcangado quase automaticampatque os elétrons mais rapidos
serdo encontrados com campos da fase impréprieie stardados, enquanto 0s mais
lentos serdo ainda retardados até se fundirem gomdxamo feixe. Portanto, o processo

€ auto-regulavel.
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f) monitores de feixe: permitem uma estimativa dasrdenadas X e Y dos elétrons
movendo-se ao longo do eixo Z. Quatro eletrodoscemlos simetricamente sobre a
Orbita carregam sinais induzidos com os feixesléteoms movendo-se nas suas orbitas.
Estes sinais sdo mais fortes se o feixe passar gereletrodo e podem ser usados no
circuito fechado de realimentacéo para direciomgisidipolares pequenos com campos
nas direcbes X e Y e trazerem de volta o feixe iddsvpara a oOrbita oficial. A

estabilidade da orbita € uma vantagem da luz ghocro

g) o sistema de injecdo: é utilizado para preeneéhendquina com elétrons ja se
movendo em uma direcdo apropriada com uma enesgi@rie elevada. No LNLS o
sistema de injecdo é usualmente um acelerador Isegaido por um anel sincrotron
auxiliar. O acelerador linear deve suportar 80 kiVelétrons gerados num canhao
termo i6nico e elevar essa energia de 80 keV aM@U, usando mais uma vez as
cavidades de ressonancia de RF onde os elétrorsonimte sdo acelerados, mas como
também sdo agrupados. Um sincrotron auxiliar pexjdepois recebe estes elétrons de
120 MeV aumenta a aumentam a 500 MeV. Entdo, edéewns de 500 MeV sédo
injetados no sincrotron principal, onde, mais uew, 8ao acelerados a 1,37 GeV.

h) as linhas de luz: é a instrumentacdo que € adamo anel de armazenamento de
elétrons. Em cada linha de luz chegam os feixdstdas provenientes do sincrotron e
gerados pelos elétrons que circulam no anel de za@maaento. Que define a

caracteristica de luz em cada linha € o monocromado

i) a estacdo experimental: é instalada numa lirthluzl € formada por equipamentos e
instrumentacdo que permitem pesquisas utilizandmzasincrotron. Uma estacao

experimental inclui o sistema porta-amostra, nd queolocada a amostra do material
gue se quer analisar, o aparelho goniométrico,pgumite posicionar a amostra para
receber adequadamente a incidéncia da luz sinoretaetectores de feixes de fétons
espalhados ou transmitidos, que registram os adorgatos fisicos que ocorrem nos

atomos e moléculas do material em estudo.

j) tempo de vida: o tempo de vida do feixe de etétio anel é limitado, ocorrendo um
decaimento exponencial na sua intensidade no aeatderalgumas horas. O tempo de
vida é definido como o tempo decorrido até a coerelo anel decresdde de seu valor
inicial (ondee € o numero natural). O fator dominante sobre @tede vida do feixe é

o espalhamento dos elétrons nos gases residuarsetide armazenamento.
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B.10- Laboratorio Nacional de Luz SincrotrolLNLS)

O Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), dade de Campinas, no
estado de S&o Paulo, foi inaugurado em 2 de julhdl@7. Por muitos anos o

laboratério foi a Unica fonte de luz sincrotronsgamte em todo o hemisfério sul.

A instalacdo é operada pela Associacdo BrasilegaTdcnologia de Luz
Sincrotron (ABTLus) mediante um contrato de Gesd8sinado com o Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6g(€NPg) e o Ministério da
Ciéncia e Tecnologia (MCT).

O acelerador do LNLS conta com doze dipolos acasladuma tubulacdo com
alto vacuo em forma de um dodecagono, poligonolaegom 12 lados. Cada um
desses dipolos curva a trajetéria dos elétrons Ongraus. Na tabela B.4 estédo

relacionados os principais parametros do anelmazgnamento de elétrons.

O objetivo desse laboratorio € fomentar o desemwento cientifico e
tecnoldgico, colocando ao alcance de pesquisadiweBrasil e do exterior infra-
estrutura de luz sincrotron, microscopios eletd@ide alta resolu¢do, microscopios de
varredura de ponta e espectrémetros de ressondmagaética nuclear. A figura B.7

mostra uma panoramica do anel e a disposi¢cao denakylinhas de luz no LNLS.

Figura B.7# Visao panoramica do anel de luz no LNLS

No LNLS existem quinze estacOes experimentais qterecem Otimas
condi¢des para pesquisas com nivel de competitigislaundial, instalacdes de apoio,
hospedagem e apoio financeiro a pesquisadoregetqeae pesquisa.
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Tabela B.4 Principais parametros do anel de armazenamenti@uleres

Parametros Quantidade | Unidades
Energia de operagéo 1,37 GeV
Energia de Injecéo 120 MeV
Corrente de elétrons (maxima) 175 mA
Circunferéncia 93,2 m
Diametro médio 29,7 m
Simetria da rede magnética 6 -
Frequéncia de revolucéo 3,2 MHz
Frequéncia de RF 476 MHz
Emitancia natural 100 nm.rad
Sintonia bétatron horizontal 5,27 -
Sintonia bétatron vertical 2,17 -
Frequéncia sincrotron (p/ tensdo de 400 kV) 24 kHz
Cromaticidade natural horizontal -7,8 -
Cromaticidade natural vertical -9,5 -
Fator de compactacao de momentum 0,0084 -
Disperséo natural de energia 0,07 %
Tempo de amortecimento bétatron horizontal 7,8 ms
Tempo de amortecimento betatron vertical 7,5 ms
Tempo de amortecimento sincrotron 3,7 ms
Raio de curvatura dos dipolos 2,735 m
Campo Magnético defletor 1,67 T
Numero de dipolos 12 -
Numero de trechos retos para dispositivos de iaserg 4 -
Comprimento livre para dispositivos de insercao 52,9 m
Perda de energia por volta nos dipolos 114 ke\
Poténcia total irradiada nos dipolos (p/ 1=100 mA) 11,4 kw
Energia critica dos fotons emitidos nos dipolos 82,0 keV
Tempo de vida do feixe 15 h

Nas instalacfes do LNLS, sdo realizados experirseqt® contribuem para
ampliar os conhecimentos nas areas de Fisica, Quifahgenharia, Meio Ambiente,

Arqueologia, Biologia, Medicina entre outras.
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As amostras foram analisadas através da técnicaXBRTha linha XRF no

LNLS. A linha XRF é o dipolo magnético DO9B do ard# armazenamento. As

caracteristicas desta linha séo apresentadaseaia &b.

Tabela B.5Caracteristicas da linha de luz sincrotron DO9B-XIRENLS

XRF (4 - 20 ke\)

Caracteristicas

- Andlises quimicas de elementos traco (Z>14) e®@naias
ambientais, biol6gicas e materiais, perfil de pnofdade quimica de

D

Aplicagoes filmes finos e mapeamento quimico.
- Resolucéo espacial a ptn de.
Fonte - ima defletor DO9B (15%gy, = 0,222 mm.
- Fluxo na amostra = 4.1fbtons.s"' a 8 keV.
Monocromador | Monocromador de corte por canah@nnel-cut
Cristais - Si(111): (2d=6,217 A): 4-14 keV (BE=2800)
- Si(220): (2d=3,84 A): 5-23 keV (BE=15000)
- Camaras de ionizacao
Detectores - Detectores de estado solido: fotodiodos, HPGe m=sulucéo d
150eV e Si(Li) com resolucdol140 eV (ambas a 5.9 keV
Optica - Capilar com 2Qum de resolucao espacial

Manuseio das
amostras

- EstacOes para experiéncias com incidéncia dee fe@sante g
mapeamento bidimensional, ambas com controle deipeamentd
de amostras

- Camara de vécuo (fmbar) com geometria de excitagdo
convencional (45°- 45°)
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Abstract. In this work, the concentrations of trace elements were measured in acrochordon, a skin lesion also known as skin tag
or fibroepithelial polyp, as well as in normal skin from the same patient. The samples were analyzed by Synchrotron Radiation
Total Reflection X- ray Fluorescence (SRTXRF) in the Synchrotron Light National Laboratory (LNLS) in Campinas/Sao Paulo-
Brazil. The collection of lesion and healthy skin samples, including papillary dermis and epidermis, has involved 17 patients. It
was evaluated the presence of P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu and Zn in the paired samples, which were compared, and significant

differences were found in some of them.

Keywords: SRTXRF, Fibroeptelial Polip, Skin Lesions, Elemental Concentration, Trace Elements.

Introduction

The information on the concentration of elements in
normal and lesion using SRTXREF is scarce. Moreover, the
values presented in researches done by different methods
differ a lot from each other. The concentrations of some
chemical elements in diseased human tissues can present
differences if compared with healthy ones [1]. It has been
seen that elemental content is often related with several
skin lesions, and trace elements play a crucial role in a
great number of enzymes that are involved in the disease
evolution and its treatment [2,7,9,10]. The choice of the
SRTXRF was made by the fact that it allows us to
investigate small amounts of tissue with high precision.

The study of fibroephitelial polyp lesion was chosen,
first, because it is easy to collect samples with low risks to
the patients, and second, it is relatively frequent kind of
benign skin lesions and, as others skin lesions, still not
well understood.

The fibroepithelial polyp, one of the most common
benign skin tumors, occur in almost half the population,
equally in men and women and its incidence increase with
age. Two thirds of people will have some skin tags present
by the age of 70 years.

They are small, pedunculated skin-colored or brown
papules that often develop in areas of skin friction around
sites of skin folds, particularly around the neck, axila,
between the thighs and on the eyelids. The sizes are
usually 2 to 5 mm in diameter [3]. They are more common
in obese patients. Some are thought to have a hormonal
influence in their growth.

These lesions are benign but may be associated with

other disease states, occasionally warranting closer
examination of the patient for other signs and symptoms.
Many clinicians do not submit these to pathology, but
occasionally it’s possible to find seborrheic keratoses and
melanocytic lesions in these specimens.

MATERIALS AND METHODS
Sample Collection

The paired samples were collected from 17 patients
with ages between 32 to 74 years old. None of them had
used any medication or cosmetic for at least a month
before collecting. All the areas examined, located at face
and torso, were thoroughly rinsed with 18.2MQ Milli-Q
ultra pure water. Before extracting the lesions, scissors,
calipers and scalpels used were decontaminated, biological
and chemically. The healthy skin were visually identified
and separated from the lesion samples in order to compare
the spectra to the lesions.

The samples were then washed with Milli-Q ultrapure
water and then stored in polystyrene test tubes with cap at -
5°C prior to analysis. Subsequently, the samples were
lyophilized in free contamination environment at same
time to maintain identical drying conditions. The dry
weights of the samples measured were between 1.0 + 0.1
and 17.4 + 0.1 mg. The lowest values of weight are related
to the healthy tissue, the control samples, that were
extracted from the edge of lesions.

Sample Preparation

The digestion procedure of the samples was performed
adding Suprapur HNO; (65%) to the samples at rate of 7:1
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in mass and warmed in oven at 60°C for two hours. They
were immediately diluted with Milli-Q ultrapure water to
obtain final masses of 50, 100, 150 or 500 pg, depending
on samples masses, and homogenized by strong agitation.
Instead of measuring volumes, it was used the precision of
a scale, with divisions of 0.1 mg, in order to improve the
quality of measurements.

Next, aliquots of gallium standard solution were added
to achieve a final concentration of 2 pg.g™ in each diluted
sample, based on same order of magnitude of zinc
concentrations in human skin as reference [4,9]. Finally,
droplets of 5 uL of each sample were deposited on Lucite
sample carriers and then dried in a stove to obtain a regular
thin film.

Spectra Measurements

The X-ray fluorescence spectra were collected by
SRTXRF, a method in which a collimated beam of
synchrotron radiation hits, at small angle, the thin film
over a Lucite plate and is totally reflected [6,8]. As result,
an X-ray fluorescence spectrum emerges from the samples
and is measured with a Si(Li) radiation detector. This
experiment was carried out at set DO9B-XRF bean line of
LNLS (National Synchrotron Radiation Laboratory) in
Campinas/S3o Paulo/Brazil. The area under each peak in
the spectra was calculated with QXAS software from
TAEA (International Atomic Energy Agency).

The concentration of each element was determined in
relation to the gallium peak used as internal calibration. As
the samples were diluted, it was necessary to do a
correction in order to obtain the absolute concentration of
the elements. To detect significant variations among
concentrations, groups of normal and lesion samples were
compared using the paired Student’s t- test.

RESULTS

The main peaks of the elements were identified in a
spectrum as showed in Figure 1.
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FIGURE 2. Example of a spectrum of skin samples with peaks

identified.

Among the elements analyzed in this experiment (P, S,
CL K, Ca, Fe, Cu and Zn), a comparison between control
and lesions samples (p<0.05), revealed significant
differences in concentration of the elements P, Ca, Fe ¢
Cu. The respective concentrations are showed for each bar
in figure 2. All values are expressed in pg.g’. They
represent the absolute elements concentrations in samples
that included papillary dermis and epidermis, averaged
over 17 patients. The error bars represents the 95%
confidence interval calculated trough descriptive statistic
tools.

The phosphor concentration we obtained is at the same
order of magnitude as previously reported, for both control
and lesion samples. It has been previously shown that P
concentration decreases in seborrheic keratosis and
psoriasis skin lesions if compared with healthy tissue
[4,11]. However, in this work, its concentration is actually
higher in lesion when compared to the healthy samples.

The phosphor-based compounds are involved in vital
functions of the organism, such as building blocks for
DNA and RNA [13]. Also, cells use it to store and
transport energy in form of ATP. Furthermore, it is an
important element of the protoplasm and nervous tissue.
Nevertheless, in order to validate the higher values of P
found and because of the low sensitivity of SRTXRF for
this element, additional investigation is needed.
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FIGURE 2. Mean values of elemental concentrations of normal
and lesion samples which presented significant differences
(p<0,05 and N=17).

The estimated Ca concentrations are compatible with
those obtained by XRF method. Similarly, the decrease in
its concentration in lesions with relation to normal tissues,
has been described before [1] and psoriatic skin [4].
Calcium, and the balance between this ion and Zinc, are
known to play an important role in programmed cell death
[14].

The lower level of Fe in control samples can be
explained by the less amount of blood, rich in iron. Despite
differences in absolute values of concentrations, practically
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Fig. 2. Mean concentrations entified s significantly different between control and lesion samples. The error bars represent 95% confidence intervals and N is the number of samples.

However, further work is necessary to detect variations in the
concentration of other elements as well as to compare the results with other
types of lesions in order to better understand the elemental composition of the
skin tissues and their normal and abnormal physiologics. The results in the
present study can be compared with data of nommal skin from its populations
to see if certain habits influence its composition. Furthermore, they can be
used to verify if the differences in concentration between nommal skin and
tissue skin disorders are geneml or specific.

The SRTXRF technique is adequate in quantifying trace ele-ments present
in small amounts of frecze-dried skin samples. It is relatively reliable,
accurate and provides the researcher with multiclemental information which
is hard to dbtain with other methods. In conjunction with statistical tools, it
allows for the clear distinction of significant variations in element concentra-
tions. The experiment, although satisfactory, can be improved by using
polished silicon reflectors or even a scale with a resolution greater than 0.1
mg, used in this study. After careful assessment of this methodology and of
the results obtained, it can be assured that this approach provides an important
resource for the study of skin diseases including cancers.
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Using synchrotron radiation total X-ray fluorescence (SRTXRF) echnique, the concentrations of trace ekmens were
measured n four skin ksions: seborrheic keratoss, fibroepithelial polyp, cherry angioma and dermatosis papulosa nigra. The
concentrations of P, S, K, Ca, Fe, Cu, Zn and Rb were evaluated in 62 pairs of lesions and healthy samples, each one having

been colkcted fiom the same patient. The results revealed significant differences of P, Ca, K, Fe and Culevels as well as a

Key words: cammon trend in their variations between lesion and control samples among the skin diseases. This study revealed a powerful
Trace elements toolthat can be useful for skin disorders research. The were conducted at Brazilian National Synchrotron Light
Showdueases Laboratory (LNLS).

Sy nchrotron radiation

Skin cancer . =

TXRF & 2013 Ekevier Ltd. All rightsreserved.

1. Introduction

The composition of human tissues has been frequently investigated
and the results have shown that the levels of some trace elements are
associated to pathologies. Found in small concentrations, they are
associated to cell metabolism and have an important role in several
biological processes involved in disease evolution and treatment
(Theodorakou and Farquarson, 2008).

As cancer samples are rarely available, except for biopsies, the benign
skin diseases analyzed have enabled us to assess the SRTXRF technique
for future use in skin cancers. Aside from the aesthetic nuisance, their
appearance can sometimes indicate malignancy (Burns et al., 2010) and
some etiologies are not well understood.

Skin cancer is the most common form of cancer in humans and can be
classified as basal-cell and squamous-cell carcinomas, derived from
malignant keratinocytes, cells which are also affected in 2 of the diseases
of this study, and melanoma, a malignant metastatic tumor.

Corresponding author. Tel.: +55 21 2562 7311; fax: +55 21 2562 8444.
E-mail addresses: jcorsini@superig.com.br, jeorsini@ig.com.br (J.C.A.C.R. Soares).

0969-806X/$ - see front matter & 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx doi.org/10.1016/j.radphyschem 2013.04.032

The SRTXRF technique, chosen to determine elemental concentrations,
has been used in several biomedical areas because it allows for analysis of
small samples, due to its low detection limit and because it supplies the
concentration of several chemical elements simultaneously during a single
exposure (Aiginger et al., 1995; Streli et al., 2008).

2. Experimental

Paired samples were collected only from patients who reported not
having used cosmetics or topical medication. After collection, the samples
of healthy tissue and lesion were rinsed and placed separately in sealed
test tubes at — 5 °C. For all chemical decontamination and sample
dilutions, 18.2 MQ Milli-Q ultrapure water was used.

The weight of the samples, after being freeze dried, varied from 0.9 to
18.4 mg. As the freeze-dried skin samples were lightweight and highly
hydrophilic, their exposure to air moisture had to be carefully controlled to
preserve the original weights.

The digestion of the samples was performed by adding Suprapur HNO3
(65%) at the rate of 7:1 by weight and warmed in an oven at 60 °C for 2 h.
Next, they were diluted with water and a Ga internal standard was added
to arrive at a final concentration in the same order as Zn concentration of
skin in the solution (2 pg.g™).
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In onder to get a thin film on the reflector, 5 L of each solution was
deposited at the center of polished rectan-gular plates (30 x 20 x 2 mms)
made of Perspex from Lucite acrylic resin and them oven dried at 60 1C. The
spectra were achieved at 100 s using a polychromatic beam with energy range
from4 to 20 keV and a HPGe detector with a resolution of 140 eV at 5.9 keV
at sample-detector distance of 50 mm. The ideal position to optimiz the
spectra was achieved by varying the incidence angle of the beam in
increments of 10 yrad and was adjusted at approximately 1 mrmd, smaller than
the total reflection critical angle for ai—acrylic interface. The spectra were
analyzed by AXIL software of the Quantitative X-ray Analysis package of the
International Atamic Energy Agency. The concentrations were calcu-lated
taking into consideration the Ga standard, the experiment blanks and the
weight corrections. Student's t test at significance level 0=0.05 was used to
identify concentration differences between control and lesion samples.

One typical spectum obtained ( Fig. 1) shows all the elements detected,
where statistically significant differences were revealed only for P, K, Ca, Fe
and Cu. All the samples were prepared in triplicates which were used to
calculate the mean concentration ( Table 1)in the control and lesions samples
of each disease group. Some of them are compared in Fig. 2, wherethe error
bars represent a 95% confidence interval (1) obtained from Microsoft Office
Excel software. Although some statistically significant results have been
found, there seems to be no difference within errors. The precision of the
experiment was better than 12%. The accuracy was evaluated on bovine liver
standard material NIST1577b processed under the same conditions, yielding
the results of PR%), §(3%), K(1%), Ca(9%), Fe(7%), Cuid%) and Zn(9%).
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Fig. 1. Example of a typical spedrum obtaned by SRTXRF.

4. Discussion

The literature contains divergent results of human tissues analyses
obtained through several techniques. For normal skin and seborrheic keratosis
the data is scarce, and for the other 3 diseases studied, non-existent. The
results found here are in the same order of magnitude as that obtained when
freeze-dried skin samples are used ( Kurz ¢ al., 1987).

Thedata obtained showthat when the concentrations of the elements P, K,
Ca and Cu wer significantly different, the variations in some of them
followed a common trend, the only exception being Fe. The presence of Pand
K was higher in the lesions than in control, whereas the opposite was tme for
Ca and Cu. Similar lower levels of Fe were found in sebomheic keratosis and
fioroepithelial polyp, most likely because there is higher amount of papillary
demis in control samples greatly irrigated by blood, which is Fe rich. On the
other hand, the concentration of Fe was higher in the cherry angioma lesions
than in the control samples, which may be explained because it is a vascular
tumor. The main intracellular cation K presented higher concentrations in the
lesions than in healthy skin, but for the fibroepithelial polyp there were no
significant variations. P, an important element in proto-plasm involved in the
storing and transport of emergy for ccll activity, presented higher
concentrations in control samples than in fibroepithelial polyp and cherry
angioma. The decrease in Ca concentration in scbortheic keratosis,
fibroepithelial polyp and chemry angioma has already been documented for
two severe skin disorders, Darier and Hailey-Hailey, as the consequence of
dis-orders related to DNA in the expression of specific genes ( Szigeti and
Kellermayer, 2006) which cause dysfunction of the Ca pumps in the
kentinocytes, the same cells where seborrheic keratosis and demmatosis
papulosa nigra originate. The Ca concentration and its balance with 7Zn, plays
an important role in programmed cell death called apoptosis ( Bar and
Tomei, 1994; Demaurex and Distethorst, 2003). Invol ved in protein, melanin
and elastin syntheses, Cu was less present in seborrheic keratosis,
fioroepithel ial polyp and cherry angioma, contradicting previous reports that
found higher seum levels of Cu in skin cancer patients ( Tasaki et al, 1993)
and higher levels of Cu, Fe and Zn in skin cancers samples ( Gorodetsky et
al., 1986). No variation in Zn was found among the lesions studied here, and a
higher level of Fe was detected only in cherryangioma.

5. Conclusions

What sefs this experiment apart from others is the use of healthy and
lesioned pairs of samples extracted from the same area of the body from the
same patient which made it possible to overcome variations due to patient's
age, diet, clinical conditions, environmental influences, genetic factors, etc.

Table 1 - Mea concentrations 495 % confidence intervals in pgg ™. The dark areas indicatethe resuls identified as significantly different by Student's st at 0.05 significance

level, and N is the number of samples.

Groups of samples P $ K Ca Fe Cu Zn Rb
Control-population(N=60) 3089:1137  9727:2461 7085:2114 2379:859 218:78 9:3 8834 16:7
Control—seb orrheic keratosis (N=30) 3269:796 1068 6:2381 66071582 2257+ 404 239:46 1122 94115 12:4
Seborrheick ertosis (N=30) 3291:723 9266:185  §384:1746 1531+343 130:26 6:2 91:18 15:3
Control—fib roepithelial polyp (N=15) 2967 %04 8318:2282 9939:2674 B13:795 233:66 82 T9:21 249
Fibroepihelial polyp (N=17) 3755: 951 8922:1896  11417:3190 999:262 149:29 S:1  68:21 194
Control cherry mgioma (N=11) 2888:996 9376:2767  5180:1905 27421159  187:59 752 %0:30 1556
Cherry angioma (N=11) 400441247 109822603 76421763 1397:591 309:88 5¢1 65:11 1943
Control -dermabosis papulosa nigra (N=4) 2751:1629  8782:1760 52204581 254541373 38:60 95 65:20  19:9
Deratosis papulosa Nigra (N=4) 5071:1956  12714:3229 89218142 1877:774 130:25 9.4 106:83  12:8
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Fig. 2. Maan concentrations ientfied & significantly different between control and lesion samples. The error barsrepresent 95% confidence intervals and N is the number of samples.

However, firther work is necessary to defect variations in the
concentration of other elements as well as to compare the results with other
types of lesions in order to better understand the elemental composition of the
skin tissues and their normal and abnormal physiologies. The results in the
present study can be compared with data of nomnal skin from its populations
to see if certain habits influence its composition. Furthermore, they can be
used to verify if the differences in concentration between nomnal skin and
tissue skin disorders are general or specific.

The SRTXRF technique is adequate in quantifying trace ele-ments present
in small amounts of frecze-dried skin samples. It is relatively reliable,
accunate and provides the researcher with multi-clemental infomation which
is hard to cbtain with other methods. In conjunction with statistical tools, it
allows for the clear distinction of significant variations in element con centra-
tions. The experiment, although satisfactory, can be improved by using
polished silicon reflectors or even a scale with a resoution greater than 0.1
mg, used in this study. After carefisl assessment of this methodology and of
the results obtained, it can be assured that this approach provides an important
resource for the study of skin diseases including cancers.
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