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O cancer de mama € a segunda neoplasia mais incidente na populacdo feminina.
Existem trés formas principais de tratamento do cancer: quimioterapia, radioterapia e
cirurgia. A quimioterapia tem se tornado uma das mais importantes e promissoras
maneiras de combater o cancer. Um dos efeitos colaterais causados por quimioterapicos
é a inducdo de amenorreia em mulheres na pré-menopausa, que pode ser temporaria ou
ndo, com uma consequente diminui¢cdo na producdo de estrogénio. Estudos mostram
que mulheres na pré-menopausa submetidas a quimioterapia para o tratamento do
cancer de mama tém uma significante perda de massa 6ssea no primeiro ano ap6s o
inicio do tratamento, especialmente no fémur. Nos ultimos anos novas técnicas para
anélise da matriz 6ssea tém sido desenvolvidas, uma delas, é a fluorescéncia de raios X
(XRF). A microfluorescéncia de raios X (u-XRF) é uma variante da XRF que possibilita
0 mapeamento e quantificacdo de diferentes elementos presentes na amostra. O objetivo
deste trabalho foi avaliar as mudancas elementares no fémur de ratas submetidas a dois
regimes de quimioterapia utilizados para o tratamento de cancer de mama. Para isso
foram utilizadas 20 ratas da linhagem Wistar, clinicamente sadias, divididas em 4
grupos: Controle, tratado com ciclofosfamida e doxorrubicina, tratado com
ciclofosfamida e docetaxel, e ratas ovariectomizadas. Os resultados obtidos mostraram
uma diminuicdo de elementos importantes para a satde do 0sso quando comparados 0s

grupos tratados com quimioterapicos com o grupo controle.
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Breast cancer is one of the most common cancers in woman. There are three
main types for cancer treatment: chemotherapy, radiotherapy and surgery.
Chemotherapy has become one of the most important and promising ways to treat
cancer. One of the side effects caused by some chemotherapy drugs is the induction of
amenorrhea, temporary or not, in premenopausal women, with consequent decreased
production of estrogen. Premenopausal women undergoing chemotherapy for treatment
of breast cancer have significant bone loss from the first year after initiation of
treatment, especially at the femur. In recent years, new techniques for analysis of bone
matrix have been developed. One of the techniques used for this type of analysis is the
X-ray Fluorescence (XRF). The X-ray Microfluorescence (u-XRF) is a variant of XRF
that allows to map the elemental concentrations. The aim of this work was evaluate the
elemental changes in femur head of rats subjected a chemotherapy regimens used in the
breast cancer treatment. For this study were used 20 Wistar female rats, clinically
healthy, divided in 4 groups: control, treated with cyclophosphamide and doxorubicin,
treated with cyclophosphamide and docetaxel and ovariectomized. The results showed a
significant decrease of important elements for bone health when comparing the groups

treated with chemotherapy with the control group.
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Fundamentos Tedricos

CAPITULO |

1. INTRODUGCAO

O céancer compreende um grupo heterogéneo de mais de 100 doencas com
etiologias e prognosticos diferenciados que tm em comum a divisdo desordenada das
células neoplésicas. O cancer de mama é o tipo de cancer mais incidente em mulheres
de todo 0 mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos,
e € 0 que mais leva as brasileiras a morte. Esse tipo de neoplasia acomete
preferencialmente, mulheres por volta dos 50 anos de idade, sendo raro antes dos 30
anos. Todavia, nas Ultimas décadas tem sido observado, a nivel mundial, um aumento
da incidéncia dessa doenca inclusive em faixas etarias mais jovens. [INCA, 2011,
SANTOS JUNIOR et al., 2012].

Existem hoje diversas formas de tratamento para o cancer de mama. Os trés
principais tipos de tratamento sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O objetivo de
cada um destes tratamentos é erradicar o cancer, geralmente, por meio da terapia
combinada, onde € associado mais de um tipo de tratamento. Com o uso dos tratamentos
citados, um terco dos pacientes consegue ser curado através de medidas locais (cirurgia
ou radioterapia), que séo eficazes quando o tumor ainda ndo sofreu metastase. Todavia,
nos demais casos, a neoplasia caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de
micrometastases, indicando a necessidade de uma abordagem sistémica, que pode ser
efetuada na maioria dos casos, cerca de 60-70%, com a quimioterapia [BORGES,
2008].

O objetivo primario da quimioterapia € destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma ndo especifica, lesando tanto células malignas quanto normais. Essas lesdes em
células ndo cancerosas podem causar efeitos colaterais ndo desejados. Um dos efeitos
secundarios causados por alguns quimioterapicos é a inducdo de amenorreia, que pode
ser temporaria ou ndo, nas mulheres na pré-menopausa, com consequente diminuicao da
producdo de estrogénio. Essa falta de estrogénio pode causar uma dimunuicdo na
absorcdo de Ca pelos ossos, ocasionando doencgas relativas a perda éssea. [ALMEIDA
et al., 2005, GORDON et al., 2011, SIEGEL et al., 2012].
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Estudos anteriores [SHAPIRO et al., 2001, BJARNASON et al., 2008,
SHAPEERO et al., 2009] mostram que 70% de mulheres na pré-menopausa que
receberam tratamento quimioterapico adjuvante para o combate ao cancer de mama,
desenvolveram faléncia ovariana. Essa faléncia ovariana foi associada a uma
diminuicéo significativa na densidade mineral 6ssea femoral e da coluna vertebral no
prazo de 12 meses de quimioterapia. Contudo, a maior parte dos estudos relacionados
com alteracGes de densidade e de remodelamento 6sseo foi realizada com o regime
utilizando a combinacdo de ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil (CMF), que
ndo é muito usado atualmente. Poucos dados existem sobre regimes mais novos, como
por exemplo, regimes que utilizam os taxanos, o que € um grande motivo de
preocupacéo.

Nos ultimos anos, técnicas que fazem uso de raios X, vem sendo utilizadas para
a analise da matriz 6ssea. Entre elas, a fluorescéncia de raios X (XRF — do inglés: X-ray
fluorescence) mostrou ser uma técnica eficiente para a analise multielementar nesse tipo
de material. PIGA et al. (2011) usaram a técnica de XRF para a analise de elementos
como Ca, Fe e Sr em o0ssos de dinossauros. PEMMER et al. (2013) analisaram 14
amostras de ossos de mulheres na pds menopausa para determinar a distribuicdo e
acumulacdo de Zn, Sr e Pb em osso humano. Os autores concluiram que a distribuicdo
destes elementos ndo é uniforme considerando todas as estruturas do tecido 6sseo. Com
0 uso desta técnica, FUCHS et al. (2008) investigou os efeitos do Sr e a influencia de
uma dieta rica em Ca sobre o esqueleto de ratas ovariectomizadas. Entretanto, a analise
da matriz éssea a nivel elementar nunca havia sido realizada para avaliacdo de efeitos
secundarios de quimioterapicos utilizados no tratamento de cancer de mama.

A XRF baseia-se na medida das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos
pelos elementos quimicos componentes da amostra, quando devidamente excitados.
Esta técnica permite a determinacdo da concentracdo dos elementos presentes na
amosta. A fluorescéncia de raios X é considerada uma técnica instrumental nédo
destrutiva, pois ndo requer pré-tratamento quimico das amostras ou separa¢des quimicas
dos elementos a serem analisados, possibilitando a realizacdo de ensaios repetitivos. A
microfluorescéncia de raios X (uXRF — X-Ray Microfluorescence) é uma variante da
XRF que possibilita realizar o mapeamento ponto a ponto da concentracdo elementar da

amostra, e também permite verificar a sua homogeneidade.
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O objetivo deste trabalho foi utilizar a técnica de pXRF para avaliar as
alteracOes elementares no fémur de ratas submetidas a procedimentos de quimioterapia.
Para isso foram utilizadas 20 ratas Wistar, divididas em 4 grupos: Controle (GO0), tratado
com ciclofosfamida e doxorrubicina (G1), tratado com ciclofosfamida e docetaxel (G2),
e ratas ovariectomizadas (OVX - G3).

No capitulo seguinte serdo apresentadas as fundamentacdes tedricas nas quais 0s
estudos realizados nesse trabalho foram baseados e justificados. No capitulo
subsequente serdo descritos os materiais e a metodologia utilizada. No capitulo VI,
serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. E por fim, no capitulo V, seréo

expostas as conclusdes e expectativas futuras.
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CAPITULO Il

2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Cancer

O céancer é uma das doengas que mais causam temor na sociedade por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor. A palavra cancer vem do grego karkinos
(caranguejo), empregada em analogia ao modo de crescimento infiltrante, que pode ser
comparado a forma que o crustaceo introduz as pernas na areia ou lama para se fixar e
dificultar sua remocdo. A palavra cancer foi utilizada pela primeira vez, para homear a
doenca, por Hipocrates, o pai da medicina [INCA, 2011].

Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente para tumores malignos como sendo uma doenga caracterizada pelo
crescimento descontrolado de células transformadas. Existem hoje mais de 100 tipos de
doengas que se assemelham por esse crescimento desordenado de células e pela

capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, vizinhos ou distantes [INCA, 2011].

2.1.1. Formacé&o do cancer

O corpo humano é todo formado por células que se organizam em tecidos e
6rgdos. As células normais se dividem, amadurecem e morrem, renovando-se a cada
ciclo. A neoplasia se desenvolve quando células normais sofrem algum tipo de mutacéo
no DNA e deixam de seguir esse processo natural, e ocorre entdo uma proliferacdo
anormal do tecido, que foge parcial ou totalmente ao controle do organismo. A
neoplasia pode ser maligna ou benigna (Figura 2.1).

Tumor benigno Tumor maligno

Figura 2.1 — Diferenca entre tipos de neoplasias [INCA, 2011].
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As neoplasias benignas ou tumores benignos tém seu crescimento de forma
organizada, geralmente lento, expansivo e apresentam limites bem nitidos. Apesar de
ndo invadirem os tecidos vizinhos, podem comprimir os 6rgaos e tecidos adjacentes.

Para que sejam formadas as neoplasias malignas, as alteracbes no DNA das
células devem ocorrer em genes especiais denominados proto-oncogenes, que a
principio sdo inativos em células normais. Quando ativados, 0s proto-oncogenes
transformam-se em oncogenes, responsaveis pela transformacdo (malignizacdo) das
células normais. Essas células alteradas, denominadas cancerosas, passam entdo a se
comportar de forma anormal, multiplicando-se de maneira descontrolada. A
manutencdo e o acumulo de massa dessas celulas formam os tumores malignos
[ALMEIDA et al., 2005]. Os tumores malignos (ou cancer) manifestam um maior grau
de autonomia quando comparados aos tumores benignos e sdo capazes de invadir
tecidos vizinhos e provocar metéstases, podendo ser resistentes ao tratamento e causar a

morte do hospedeiro.

2.2. Cancer de mama

De acordo com a Estimativa 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil do Instituto
Nacional de Céancer [FACINA, 2014], o nimero estimado para 2014/2015 é de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer no Brasil. Excluindo-se os casos de
cancer de pele ndo melanoma, que é o tipo mais incidente para ambos 0s sexos, o tipo
de cancer mais incidente entre as mulheres serd o de mama (75 mil novos casos).

O CM ¢ considerado um cancer de relativamente bom prognéstico, contudo, por
causa do sistema de saude precario e o consequente diagnoéstico tardio da doenca, as
taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no Brasil. Na populacao

mundial, a sobrevida média apds cinco anos é de 61% [SILVA et al., 2010].

2.3. Principais tratamentos para o cancer de mama

As principais metas do tratamento sdo: cura, prolongamento da vida util e
melhora da qualidade de vida do paciente. Os tratamentos tem mais chance de ser
curativo quando o cancér e detectado precocemente e tratado de acordo com as

melhores préaticas clinicas.
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Existem trés formas principais de tratamento do cancer: cirurgia, radioterapia, e
quimioterapia. Elas podem ser usadas em conjunto, variando apenas quanto a
suscetibilidade dos tumores a cada uma das modalidades terapéuticas e a melhor

sequéncia de sua administragéo.

2.3.1. Cirurgia

O procedimento cirdrgico tem por finalidade promover o controle local da
doenga, reduzir o risco de recorréncia e em alguns casos, prevenir a disseminacdo do
cancer. Durante décadas mulheres com cancer de mama foram submetidas a cirurgias
radicais como a mastectomia total. Atualmente, a possibilidade de cirurgias mais
conservadoras associadas a radioterapia serem empregadas em substituicdo de
mastectomias radicais, favorece os resultados estéticos, psicoldgicos e curativos [RICCI
et al 2003, Tiezzi, 2007].

2.3.2. Radioterapia

A radioterapia € um tratamento loco-regional que utiliza um feixe de radiacdo
ionizante (raios X, raios gama, elétrons, néutrons, entre outros) para destruir células
tumorais. Seu emprego faz parte do tratamento conservador, em que se estima que 75 a
80% das mulheres com cancer de mama sdo candidatas a cirurgia conservadora e
radioterapia pds-operatdria. A indicacdo da radioterapia € variada, pode ser utilizada
como curativa, no controle da doenca e aumento da sobrevida, ou ainda como paliativa,
no alivio dos sintomas e na melhora da qualidade de vida [CLARKE et al., 2005,
NATTINGER et al., 2001].

2.3.3. Quimioterapia

A quimioterapia antineoplésica é a utilizagdo de agentes quimicos denominados
quimioterapicos, isolados ou em combinagdo, com o objetivo de tratar oS tumores
malignos. Esse tipo de tratamento tem se tornado uma das mais importantes e
promissoras maneiras de combater o cancer. Os objetivos do tratamento quimioterapico

permite a classificacdo do tratamento em:
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¢ Neoadjuvante: consiste na administracdo do quimioterapico antes do tratamento
cirrgico. Tem como objetivos: reduzir o tamanho do tumor, permitindo
cirurgias conservadoras; tornar operaveis tumores localmente avancgados;
impedir o crescimento metastatico apds a remoc¢do do tumor primario; entre
outros [GOGAS et al., 2003. FISHER et al., 1995].

e Adjuvante: é baseada na combinacdo de drogas citotdxicas com a finalidade de
diminuir o risco de recorréncia local ap6s a resseccao do tumor, reduzir o risco
de metéstases e aumentar a sobrevida [ABE et al., 2005].

e Paliativa: usado em pacientes com metastase diagnosticada ou com recidiva do
cancer, onde a possibilidade de cura é remota. O tratamento paliativo tem como
objetivo promover alivio da dor e de outros sintomas que causam sofrimento,
buscando a melhora da qualidade de vida do paciente; oferecer suporte para
auxiliar os pacientes a terem uma sobrevida o mais Util possivel, de preferéncia
usufruindo do ambiente familiar [INCA, 2011].

2.4. Quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama

Dentre os agentes quimioterapicos os mais utilizados no tratamento do cancer de
mama sdo os agentes alquilantes, principalmente a ciclofosfamida (C); os
antimetabolicos, como o 5-fluorouracil (F) e o metrotexato (M); os antraciclicos, como
a epirrubicina (E) e doxorrubicina (A) e, mais recentemente, 0s taxanos, como
paclitaxel e docetaxel (T) [BARROS et al., 2001].

Os antineoplasicos agem diretamente na célula, atuando nas diversas fases do
ciclo celular. A doxorrubicina € um farmaco citostético, ou seja, tem a capacidade de
inibir o crescimento desordenado de células, alterar a divisdo celular e destruir as
céculas que se multiplicam rapidamente [KEIZER et al., 1990]. O docetaxel é um
agente citotoxico que estabiliza os microtubulos celulares, tem propriedades anti-
angiogénicas e também pode induzir a apoptose [CROWN et al., 2000]. A
ciclofosfamida ¢ um agente antineoplasico imunossupressor e tem a capacidade de
exterminar as células tumorais independentemente da fase do ciclo celular [PAI et al.,
2000].

Devido a essas diferentes caracteristicas € que se opta por usar, mais

frequentemente, a poliquimioterapia, na qual mais de dois tipos de medicamentos de
7
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classificagcBes farmacoldgicas diferentes sdo aplicados, buscando-se um efeito mais
abrangente sobre as células tumorais [MARTIN et al., 2003]. E importante, sempre que
possivel, a associacdo de medicacdes com diferentes acdes, buscando o aumento do
efeito antitumoral sem elevar o grau de toxicidade.

O Protocolo de quimioterapia é o termo empregado para definir as propostas de
tratamento que combinam diferentes medicamentos e metotologias de administragéo
progamadas. Nesse caso ele estabelece os medicamentos a serem utilizados, determina
suas doses em funcdo do peso ou a superficie corpdrea do paciente e propde datas para
sua administracdo [ASHP, 2002]. Algumas combinac¢des de quimioterdpicos usados em
protocolos de quimimioterapia estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Combinacdes de quimioterapicos utilizados para o tratamento do cancer de

mama.

Combinacdes Nomes dos medicamentos

Ciclofosfamida, metotrexato e

CMF: 5-fluorouracil
) Ciclofosfamida, doxorrubicina
CAF (FAC): e 5-fluorouracil
AC: Doxorrubicina e ciclofosfamida
TAC: Docetaxel, doxorrubicina e
. ciclofosfamida
Doxorrubicina e
AC - T: ciclofosfamida, seguido por
paclitaxel ou docetaxel
TC Docetaxel e ciclofosfamida

A ciclofosfamida é incluida em aproximadamente 90% dos casos na
quimioterapia adjuvante para o cancer de mama, sendo muito eficaz no tratamento do
tumor, mas ndo na prevencgdo da recorréncia, por isso é necessario associa-la sempre a
outros farmacos, como o docetaxel ou a doxorrubicina [KONDO et al., 2010,
MUNZONE et al., 2012].
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Por muitos anos, o protocolo padrdo para quimioterapia adjuvante foi o uso da
doxorrubicina combinada com ciclofosfamida (AC) em quatro ciclos. Até entdo,
nenhum regime quimioterapico de quatro ciclos tinha provado ser superior ao regime
AC. Porém, com a evolugdo dos taxanos no inicio dos anos 90, o uso do docetaxel
combinado com ciclofosfamida (TC) se tornou cada vez mais promissor para 0
tratamento do cancer de mama [JONES et al., 2006].

Muitas combinacBGes estdo em uso no momento, porém, ndo é clara qual
combinacdo é a melhor. Os estudos clinicos continuam comparando os tratamentos
atualmente mais eficazes com algo que possa ser melhor, sempre pesando o efeito
antitumoral dos farmacos com seu grau de toxicidade e efeitos secundarios para o

organismo.

2.5. Efeitos secundarios da quimioterapia

A quimioterapia constitui uma das modalidas de maior escolha para produzir
cura, controle e paliacdo do cancer. As principais toxicidades causadas pelos
quimioterapicos sdo: supressdo da medula 6ssea, imunossupressdo, toxicidade renal,
cardiotoxicidade, neurotoxicidade, entre outras [SAWADA et al., 2009]. Outro efeito
colateral causado por alguns quimioterapicos € a inducdo de amenorreia, que pode ser
temporéaria ou ndo, nas mulheres na pré-menopausa, com consequente diminuicdo da
producdo de estrogénio. Efeitos toxicos das drogas nas células Osseas, déficit de
vitamina D, calcio e outros nutrientes também sdo resultados da acdo deletéria dos
quimioterapicos no organismo [BJARNASON et al., 2008].

Mulheres na pré-menopausa submetidas a quimioterapia adjuvante para o
tratamento de cancer de mama apresentam significativa perda 6ssea a partir do primeiro
ano apos o inicio do tratamento [SHAPEERO et al., 2009]. Esta alta taxa de perda de
densidade mineral 6ssea pode levar ao aumento do risco de fraturas na pds-menopausa.
Dados do Instituto Women's Health Initiative (WHI) mostram que mulheres na pds-
menopausa, que sobreviveram ao CM, tém um risco 15% maior de sofrerem fraturas, de
uma forma geral, que mulheres sem histérico de cancer de mama [HERSHMAN, et al.
2010].

A maior parte dos estudos relacionados com alteracGes de densidade e de

remodelamento 6sseo foi realizada com o regime CMF, que ndo € muito usado

9
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atualmente. Poucos dados existem sobre regimes mais novos, como o regime AC, o que

é um grande motivo de preocupacao.

2.6. Fluorescéncia de raios X

A Fluorescéncia de raios X (XRF — do inglés: X-ray fluorescence) é uma técnica
ndo destrutiva utilizada para analise qualitativa e quantitativa multielementar de uma
ampla variedade de amostras. E uma técnica baseada na medida das intensidades
(ndmeros de raios X detectados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos que constituem a amostra quando devidamente excitada por
fontes de radiagdo como tubos de raios X, radiagdo sincrotron, entre outras.

Quando um &tomo é irradiado por um féton incidente de energia igual ou
superior a energia de ligacdo do elétron de uma determinada camada (nivel energético)
do material alvo, este féton pode interagir com o elétron dessa camada e ao quebrar a
barreira de potencial do elétron naquele nivel de energia, o retira do orbital produzindo
uma vacancia. O atomo fica entdo num estado excitado e tende a se estabilizar
naturalmente. No rearranjo eletrdnico, um elétron de um orbital mais externo realiza um
salto quéntico para preencher a vacancia oriunda da ejecdo do elétron. Ao realizar a
transicdo eletrdnica o elétron perde energia, essa energia € entdo emitida na forma de
um foéton de raios X de energia igual a diferenca entre as energias dos orbitais. Esta
energia é caracteristica e bem definida para cada elemento, por esse motivo sdo
chamados de raios X caracteristicos. A figura 2.2 ilustra 0 mecanismo para as emissdes

de raios X caracteristicos.

raio-x caracteristico

féton de raio-X fotoelétron

"
vacancia

C

nucleo

elétron elétron

nucleo

nivel K

nivel L

nivel M nivel M

Figura 2.2 — llustragéo da emisséo de raio X caracteristico entre as camadas K e
L.
10
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A energia dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos pode ser
calculada de modo aproximado pela equacédo 2.1 [SIMABUCO, 1993]:

1
2
ny

E=13,65-(Z—b)2-( - ) )

S

Onde:

E = energia dos raios X (medida em eV);

ni, N = nimero quantico principal do nivel inicial e final do salto quantico,
respectivamente;

Z = numero atdbmico do elemento emissor dos raios X;

b = constante de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e

L, respectivamente.

Pela equagdo (1), tem-se que a energia dos raios X emitida € diretamente
proporcional ao quadrado do nimero atdbmico Z do elemento excitado. Esta equacéo é
importante para se compreender o conceito da proporcionalidade entre a energia (ou
amplitude do pulso produzido no detector) e o elemento a ser analisado em
equipamentos de fluorescéncia de raios X que fazem uso da dispersdo de energia com
detectores semicondutores.

De modo resumido, na XRF, a fluorescéncia emitida pelos elementos presentes
na amostra incide em um detector, que possui uma eletrdnica associada, capaz de
resolver a energia dos fétons incidentes com precisao suficiente para fornecer uma
distribuicdo espectral de intensidades versus energia. Analisadores multicanais
computadorizados sdo utilizados para adquirir, mostrar o espectro (diferenciando as
energias) e realizar a analise dos dados.

A figura 2.3 ilustra os processos basicos da XRF. Sdo eles: excitacdo dos
elementos que constituem a amostra, producdo e deteccdo dos raios X caracteristicos,
resolucdo das informacGes detectadas pela eletrénica associada e por fim a informagéo
da composicdo elementar da amostra através da andlise do espectro dos raios X

caracteristicos.

11
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Figura 2.3 — Esquema bésico da espectroscopia de raios X.

A intensidade de qualquer pico no espectro de raios X é proporcional ao nimero
de 4tomos que emitem fétons de energias atribuidas a esta linha. Porém varios fatores
devem ser levados em conta huma quantificagdo como métodos de correcdo e efeito
matriz. O efeito matriz é causado basicamente por fendbmenos de absorcdo e de
intensificacdo (reforco) do sinal de emissdo, por parte dos outros elementos que
compdem a matriz amostral.

A fracdo da radiacdo incidente que leva a emissdo de uma determinada linha de

raios X caracteristicos € determinada pela probabilidade de excitagdo (Pg,), que € o

produto de trés outras probabilidades [LACHANCE et al., 1995]

PEi = Phier " Plinha Pfluorescéncia (2)

Onde:

P01 € @ probabilidade da radiacdo incidente retirar elétrons de um dado nivel
quantico. Pode ser o nivel K, L, M, N, etc.;

Pjinna € @ probabilidade que uma determinada energia seja emitida dentro de sua
série. Para um elétron retirado do nivel K podemos ter as seguintes transi¢es do nivel
L: K-L2 e K-L3;

Prryorescencia € @ probabilidade de ocorrer emissdo de fluorescéncia de raios X
ao invés do processo Auger, a partir de uma transicdo realizada entre dois estados

quanticos.
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A probabilidade da radiacdo incidente retirar elétrons de um determinado nivel
estd fortemente ligada com a fracdo da radiacdo que é absorvida no mesmo nivel

[LACHANCE et al., 1995]

2.6.1. Energia de corte de absor¢édo

Como mencionado anteriormente, para que ocorra uma transicdo entre dois
estados quanticos € necessario que um elétron seja liberado do atomo. Para que isso
ocorra, a energia de excitagdo minima deve ser igual ou superior a energia de ligacdo do
elétron ao orbital de origem. Essa energia de ligagdo eletronica é denominada energia de
corte de absorcdo. A figura 2.4 representa o corte de absorcdo (ou energia de ligacao)

dos elétrons nos niveis K, L e M em funcdo do nimero atomico.

« |CORTE DE ABSORCAO | /,/
e

"
-~

ENERGIA (keV)

_ .
i,

. P
10 20 50 60 70 80 100

NOMERO ATOMICO
Figura 2.4 — Energia de ligacéo ou corte de absor¢do nos niveis K, L e M em fung&o do
namero atbmico [NASCIMENTO, 1999].

Em geral, a energia critica de excitacdo refere-se a energia de ligacdo, visto que
essa representa a menor energia necessaria para que elétrons possam ser ejetados de um
atomo. Sendo assim, para que ocorra emissao de raios X caracteristicos é necessario que

a energia da radiacdo incidente seja igual ou superior a estas energias criticas.

2.6.2. Rendimento da fluorescéncia

Algumas vezes a radiagdo caracteristica é absorvida dentro do préprio atomo por

outro elétron do mesmo, ou de outra camada em que ocorreu a emissdo de energia
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caracteristica e, ao invés de serem emitidos raios X caracteristicos, sdo emitidos

elétrons, denominados elétrons Auger.

( elétron Auger

\.o-¥
4 - elétron
radiagao caracteristica

> vacancia

nivel L

nivel M

Figura 2.5 — llustracdo da emissdo de um elétron Auger entre as camadas K e L

O rendimento de fluorescéncia ® é definido como a probabilidade do foton

produzido ser liberado do atomo sem ser reabsorvido. Assim, ® pode ser representado

como:
S
=1 ®)
n, = Ng + ny (4)
Onde:

ng € 0 nimero de foétons produzidos como fluorescéncia de raios X;
n, € 0 nimero de fotons que séo produzidos devido as vacéncias nos niveis e
sub niveis atdmicos;

n, € 0 numero de fétons que sao reabsorvidos dentro do a&tomo.

O rendimento de fluorescéncia para a linha K (wg) é dado pelo nimero de
eventos de ionizacdo da camada k que ddo origem aos raios X (ny), para todas as linhas
K, dividido pelo total de eventos de ionizagdo da camada k (Ng) devido as transi¢des

entre os estados quanticos. Assim, tem-se:

_ Nng—r3+ ng—r2+ ... _ n_K
o = Mt g ©)
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O rendimento de fluorescéncia pode ser definido como sendo o nimero de raios
X efetivamente emitidos em relacdo ao nimero de vacancias produzidas em uma dada
camada [NASCIMENTO, 1999], representado na figura 2.6.

0,

st [ RENDIVIENTO DE FI.[]ORES(fINFIA] '/’_

=

[E &

0

Rendimento Fluorescente
=

s 00" * l°"°°ww /
n I goeoee i I L L
2

10 20 ] @ 0 60 70 S0 100
Ndmero atémico (Z)

Figura 2.6 — Rendimento da fluorescéncia das camadas K, L e M em funcéo do
namero atémico (Z) [NASCIMENTO, 1999].

Nota-se que h& um baixo rendimento de fluorescéncia no nivel K para elementos
leves (de numero atdbmico abaixo de 20), no nivel L o rendimento ainda é baixo para 0s
elementos de nimero atdmico abaixo de 60 e no nivel M para praticamente todos 0s
elementos [NASCIMENTO, 1999].

2.7. Quantificacdo por fluorescéncia de raios X

Para a analise quantitativa por XRF, é necessario relacionar as intensidades
fluorescentes dos elementos medidos na amostra com suas respectivas concentragdes.
Cada atomo de um determinado elemento i tem a mesma probabilidade de ser excitado
por um feixe primario de fotons, por isso, para ions ou atomos isolados é esperada uma
relacdo linear entre a intensidade dos raios X caracteristicos. Para este caso é

considerada a equacéo (6).
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Ii = Ki ) Wi (6)

Onde: I; é a medida da intensidade da radiacao fluorescente do elemento i; W;

corresponde a fracdo do elemento na amostra e; K; é a constante de proporcionalidade.

A constante de proporcionalidade K; depende de fatores como: intensidade e
energia do feixe primario, a probabilidade do atomo de emitir radiacéo caracteristica e,
a probabilidade dos fotons emitidos pelo &tomo serem detectados. Com isso, quando as
caracteristicas da fonte do feixe primario permanecem constantes, a concentracdo do
elemento i pode ser determinada atraves da medida da intensidade dos raios X
fluorescentes provenientes de uma amostra contendo somente elemento i. Entretanto, na
maioria das vezes lidamos com amostras onde os dtomos de diferentes componentes
entdo arranjados [VAN GRIEKEN et al., 2002]. Por esse motivo, a intensidade
fluorescente de um elemento i em uma amostra composta por varios elementos, nao é

linear com as concentracfes devido aos chamados efeitos de matriz.

2.7.1. Equacéo fundamental

Para excitagdo monoenergética, ha uma relacdo simples entre a intensidade de
uma linha caracteristica (K, e L,) e a concentracdo de um elemento na amostra. A

figura 2.7 mostra uma representacdo esquematica da geometria de excitacdo em XRF.
IO(EU) 1'5 (EL)

Superficie da amostra
X B a
dx D

Figura 2.7 — Representacao esquematica da geometria de excitacao para feixe

monoenergético em fluorescéncia de raios X.

Sendo: I,(E,) representa a intensidade do feixe que incide na amostra; 6, é o
angulo pelo qual o feixe incide na amostra; I;(E;) representa a intensidade da radiacao
16
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caracteristica emitida pelo elemento i; 8 é o angulo pelo qual o feixe sai da amostra; x é
a profundidade que o feixe incide na amostra; dx espaco infinitesimal onde ocorre a

fluorescéncia de raios X e D é a espessura da amostra.

Assumindo uma amostra homogénea com espessura uniforme D e desprezando
efeitos de reforco (enhancement), a intensidade da linha Ka de um elemento de
interesse produzida numa camada dx a uma profundidade x (Figura 2.7) é produto de
trés probabilidades [NASCIMENTO, 1999]:

1. A probabilidade P; da radiacdo de excitacdo atingir a camada dx a uma

profundidade x:

_Hopox

Pl = g senbp (7)

Onde:

1o = coeficiente de absorcio de massa da matriz (cm?.g™) na energia dos fotons
incidentes,

po = densidade da matriz (g.cm™)

0, = angulo de incidéncia (entre a direcdo do feixe incidente e a superficie da

amostra).
O valor de p, pode ser calculado como a somatéria dos produtos dos
coeficientes de absor¢do de massa pela fragdo em massa de todos os elementos

presentes na amostra.

2. A probabilidade P, da radiacdo de excitagdo produzir uma vacancia nos

atomos de um elemento de interesse contidos na camada dx, com consequente producao

de raios X caracteristicos:

1
P2=T-w-(1—J—,)-f-p-dx @)
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Onde:

t = coeficiente de absor¢do de massa para efeito fotoelétrico do elemento de
interesse (cm>.g™) na energia de excitacdo,

w = rendimento de fluorescéncia da camada K,

J = razéo de salto (jJump ratio) K — L,

f = fracdo de fotons K emitidos como raios Ko caracteristicos, e

p = “densidade” (g.cm™) ou concentracdo do elemento de interesse em base de

volume na camada dx.

O coeficiente de absorcdo para o efeito fotoelétrico exatamente na energia do
corte de absorcéo tem dois valores: um superior, que indica a probabilidade de se retirar
elétrons de todas as camadas K, L, M, etc., e um inferior, que indica a probabilidade de
se retirar elétrons de todas as camadas, com excecdo da camada K (ou seja, camadas L,
M, etc.). Desse modo, a razdo entre os valores superior e inferior, denominada de razao
de salto ou jump ratio (j), indica a probabilidade de se retirar elétrons de todas as
camadas em relagdo a probabilidade das camadas L, M, etc. O termo (1-1/j) representa
probabilidade de se ionizar a camada K em relacdo a todas as camadas K, L, M, etc., e
assim o termo 1-(1-1/j) representa o nimero de ionizagfes ocorridas na camada K. Os
parametros fundamentais t, w, j e f para um dado elemento dependem unicamente da
energia de excitacdo e podem ser agrupados em um unico termo K, denominado de

constante dos parametros fundamentais, e assim a equacéo (8) pode ser reescrita como:

P2=K'p'dX (9)
onde:
1
K=T-W-(1—]—,)-f (10)
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3. A probabilidade P3 dos raios X caracteristicos produzidos na camada dx nao

serem absorvidos na espessura X e atingirem o detector, produzindo um pulso

eletrbnico, é dada por:

_Wpox

P; = e send - ¢ (11)

Onde:

p = coeficiente de absorcdo de massa da matriz (cm?.g™),

¢ = eficiéncia do detector na energia dos fotons caracteristicos, e

0 = angulo de emergéncia (entre a superficie da amostra e a direcdo do feixe

emergente).

Assim, a intensidade fluorescente dI; (ou a taxa de contagem) produzida pelo

elemento de interesse contido na camada dx pode entdo ser escrita como:

_HoPoX 1 _Wpox
dl; =G-e 53”90-T-W-(1—]—_>-f-p-dx-e send - g (12)

Onde a variavel G é dado por:
_d0,d,
" 4mcosé,

(13)
Sendo: 2,0, os angulos sélidos de incidéncia e emergéncia do feixe,
respectivamente e; 6,, 0 &ngulo de incidéncia relativo a normal da superficie da amostra.
G é denominado “fator de geometria”, € uma constante de proporcionalidade e
depende da geometria do sistema de excitacdo-deteccdo, da corrente do tubo ou da
atividade da fonte, etc., e ndo depende do elemento de interesse.
Reescrevendo a equagéo (12):

_(_Ho H N, 1
dl;=G-e (Sen90+se"9)p°x-r-w-(1—]—_)-f'p's-dx (14)
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Definindo-se o coeficiente de absor¢do de massa total 4 como:

Ho n U
senf, senf

X = (15)

E utilizando as equaces (10) e (15), pode-se rescrever a equacdo (14) na forma:
dl; = G-s-K-p-e_(X'pO'x)-dx (16)

Integrando a equacdo acima sob a espessura total D da amostra, obtem-se a

intensidade fluorescente | (contagens/s) para um dado elemento de interesse:

1 — e~ poD)
=G e Kp——— 17
' P X" Po 17

A razéo plp, representa a “densidade” do elemento de interesse (massa em
grama do elemento/cm?® da amostra) em relagéo a densidade da matriz (massa em grama
da amostra/cm® da amostra) e, portanto, é a propria concetragdo C; do elemento de
interesse na amostra (massa em grama do elemento/massa em grama da amostra), ou

seja, a concentracédo fracional do elemento em base de massa. Sendo assim:

1 — e~ &PoD)
=Ge K Cr—— (18)

Tomando-se:
S=G-e K (19)

Como S depende de fatores relativos ao sistema utilizado, S representa entdo a
sensibilidade do espectrometro de raios X para o elemento de interesse, a equacao (18)
pode ser reescrita como:

1 — e~ &PoD)
Tx 0
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A razdo apresentada na equacao (20) é denominada de fator de absorcdo A para
0 elemento de interesse:

1 — e~ poD)

A= 21
p (21)
Desse modo, a equacao (20) pode ser reescrita na forma:
[ =S-C-A (22)

Onde:
I; é a intensidade produzida pelo elemento i; S representa a sensibilidade do
sistema; C; € a concentracdo do elemento i na amostra e A representa o fator de absor¢édo

da amostra para o elemento i.

Outro método para o caculo da concentracdo elementar usando XRF faz uso das
chamadas curvas de calibracdo, que relacionam as intensidades fluorescentes dos
elementos com suas respectivas concentragdes. Deste modo os efeitos de matriz séo
eliminados ou medidos. Para a construcdo da curva de calibracdo é necessario um
conjunto de amostras certificadas (padrGes) de composicdo na mesma faixa de
concentracdo da amostra desconhecida.

Supondo uma amostra certificada (com concentragdes elementares conhecidas),
com uma matriz semelhante a amostra que se deseja estudar, de acordo com a equagédo
(22) pode-se escrever:

lip=S-CipA (23)

Sendo: I;,, a intensidade produzida pelo elemento i no padrdo; S representa a
sensibilidade do sistema; C;,, € a concentracdo do elemento i no padrédo e A representa o

fator de absor¢édo do padréo para o elemento i;

Como dito anteriormente, a sensibilidade depende do sistema no qual foram
realizadas as medidas, com isso a sensibilidade § permanece a mesma tanto para o

célculo da concentracdo do elemento i na amostra analisada quanto para o calculo de
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concentracdo do mesmo elemento no padrdo. Para um padrdo com uma matriz
semelhante a amostra que se deseja estudar, o termo de absorcdo A também € 0 mesmo
para ambos os casos. Fazendo a razédo entre as equag0es (22) e (23), tem-se:

I; C;

= (24)
Cip

Lip

Pode-se entédo obter a concentracdo do elemento i na amostra usando a equacao
(23).

;
C; = — Cip (25)
ip

2.8. Microfluorescéncia de raios X

A Microfluorescéncia de raios X (uXRF) é uma variante da XRF diferenciando-
se principalmente nas dimensdes e geometria do feixe. E baseada na excitacio
localizada de uma &rea microscopicamente pequena (na ordem de um) na superficie de
uma amostra, fornecendo informacdes da distribuicdo espacial de elementos
majoritarios e minoritarios no material de estudo. Por esse motivo a pXRF ¢ uma
técnica bastante atrativa para a analise local e para 0 mapeamento elementar em varios
tipos de materiais [BERNASCONI et al., 1994].

O mapeamento elementar é realizado dividindo-se a area a ser analisada em
pixels (figura 2.8), e em cada pixel, obtém-se um espectro de fluorescéncia de raios X
[PRINS et al., 1984].

Figura 2.8 — Exemplo de matriz utilizada para a analise por pXRF em uma amostra da

cabeca do fémur de rata Wistar.
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Basicamente, um micro feixe priméario de raios X irradia uma é&rea
(aproximadamente 20pum) de uma amostra e induz a emissao de raios X fluorescentes
desta area. Um detector semicondutor coleta a radiacdo fluorescente que transporta
informacdes sobre a composi¢cdo local da amostra (figura 2.9). Esta amostra entdo é
movida por motores controlados por um computador, permitindo assim obtencdo de
informagdes do proximo ponto. Este procedimento é realizado de forma a varrer toda a

amostra em analise.

Microfeixe de \ Area irradiada
Raios X =

Detector EDX

Figura 2.9 — Esquema simplificado da analise por uXRF. [MELO JUNIOR, 2007]

As dificuldades na exploracdo deste método estdo relacionadas com a producéo
de feixes de raios X suficientemente intensos e de dimensdes micrométricas para que se
obtenham microanalises sensiveis. H& poucos anos atras se considerava muito dificil
focalizar um feixe de raios X de pequenas dimensdes e a solugdo deste problema
somente apareceu recentemente com o uso da radiacdo sincrotron.

A pXRF ¢ um poderoso método para a analise de amostras biologicas, tendo as
vantagens de um baixo limite de detec¢do (0,01 pg/g), pequeno dano térmico e as
medidas podem ser realizadas no ar [EKTESSABI et al., 1999]. A uXRF associada a
radiacdo sincrotron (SR-uXRF) permite maior sensibilidade para a analise de

concentra¢Ges muito baixas e possibilita estudar amostras da ordem de micrémetros.

2.9. Radiac¢ao Sincrotron
Como sabemos da teoria classica da eletricidade e magnetismo, carga elétrica

acelerada emite radiacdo eletromagnética. No caso da radiacdo sincrotron, elétrons
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relativisticos sdo acelerados em uma drbita circular e emitem radiagdo eletromagnética
em uma ampla faixa do espectro [CASTILHO, 2006].

O processo de producéo de luz sincrotron é iniciado por um canh&o de elétrons
de um acelerador linear. Os aceleradores lineares sdo aceleradores de particulas
carregadas como elétrons, prétons ou ions pesados. As particulas carregadas séo
aceleradas por um campo elétrico, entram em tubo de corrente onde sdo protegidas do
campo elétrico e o atravessam com velocidade constante até a proxima abertura. Neste
ponto, as particulas sdo novamente aceleradas e a cada abertura recebem mais e mais
energia.

Em seguida, o feixe de elétrons é injetado em um anel de armazenamento, onde
héa trés dispositivos basicos:

- Dipolos magnéticos formados por imds dipolares que produzem um campo
magnético homogéneo no sentido vertical. Eles sdo responséveis pela deflexdo do feixe
e consequentemente pela producdo de luz sincrotron;

- Quadripolos ou sextupolos que estdo situados nos trechos retos do anel e
servem para focalizar os elétrons e reduzir as aberra¢fes cromaticas;

- Cavidade de radio frequéncia que esta situada em um ou mais trechos retos e é
responsavel por acelerar os elétrons injetados a baixa energia até o final. E também
responsavel por fornecer aos elétrons, em cada passagem pelo seu interior, a energia
perdida em cada volta devido a radiacdo produzida nas partes curvas de suas trajetorias
aumentando, assim, o tempo de vida do feixe [MARGARITONDO, 1995].

Figura 2.10 — Esquema de um acelerador sincrotron: (1) fonte de elétrons, (2)
acelerador linear, (3) booster ou sincrotron injetor, (4) anel de armazenamento, (5) linha

de luz e (6) estagdo experimental.
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Os feixes de raios X obtidos em uma méaquina de luz sincrotron sao
extremamente intensos, colimados e dotados de um elevado grau de coeréncia
longitudinal (espacial). Além disso, com a utilizacdo de cristais monocromadores é
possivel obter feixes praticamente monocromaticos com energia seleciondvel dentro de

um amplo espectro de energia [ARFELLI et al, 2000].

2.10. Tecido 6sseo

A medida de elementos a nivel traco ou até mesmo de maior composicdo em
materiais biol6gicos humanos € uma importante ferramenta na deteccdo de doencas. O
estudo do tecido 0sseo € particularmente interessante, pois sua formacéo é estabelecida
ao longo de um periodo de tempo, sendo constantemente renovado, porém lentamente
substituido. Entretanto, o 0sso € um material complexo e o conhecimento de sua
composi¢cdo é de fundamental importancia na aplicacdo e interpretacdo de analises
elementares [ROBERTS et al.,1996]. Por esse motivo, sera feita uma breve introducéo
sobre o tecido 6sseo.

Os 0ssos sd@0 compostos por materiais organicos, minerais (ou inorganicos) e
agua. A parte organica tem muitas funcdes, dentre elas determinar a estrutura e as
propriedades mecanicas 0sseas e é composta da matriz dssea e de células préprias do
tecido d6sseo. A matriz 6ssea € formada principalmente por colageno tipo | e outras
proteinas. O restante do material dsseo é formado pelas células Gsseas: 0s osteoblastos,
que sao responsaveis pela formacao da matriz 6ssea, 0s ostedcitos, que sdo osteoblastos
ndo funcionais que ficaram aprisionados pela matriz 6ssea mineralizada, e 0s
osteoclastos, que sdo células multinucleadas responsaveis pela reabsorcdo Ossea
[WANG, 2005].

Macroscopicamente, este tecido geralmente é classificado em dois tipos: 0sso
cortical e osso medular (ou trabecular), distintos ndo apenas na forma estrutural, mas
também nos aspectos funcionais. O o0sso cortical é mais compacto e tem maior
resisténcia mecanica, o que permite atuar na protecdo dos orgaos internos do corpo, é
encontrado nas diafises dos 0ssos longos e na superficie externa dos 0ssos chatos.

Entretanto, o o0sso medular atua nas fungdes metabolicas, delimita espacos
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intertrabeculares e a cavidade medular. Ele é encontrado na porcao interna dos 0Ss0s
[ROLIM, 2010].

O tecido dsseo € um tipo de tecido especializado. Diferente do que se imagina,
ele é dindmico e vital, e é necessario para manter a integridade mecénica necessaria para
a locomogdo [WANG, 2005]. Além disso, o tecido dsseo funciona como um
reservatorio para muitos minerais do corpo, dentre estes, 99% do Ca do organismo
[ROLIM, 2010].

Epifises¢—— | ¢is

3 / Cavidade 6ssea com medula

= Osso compacto
ou cortical

Diafises

e

- Osso esponjoso

ou trabecular

Figura 2.11 — Composi¢do do osso (Adaptado de Netter, 2004)
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CAPITULO 11l

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Protocolo experimental
3.1.1. Animais

Para a realizacdo deste trabalho 20 ratas Rattus norvegicus albinus da linhagem
Wistar, clinicamente sadias, com idade aproximada de trés meses e pesando entre 190 e
210 gramas, foram mantidas no biotério do Laboratdrio de Ciéncias Radioldgicas (LCR)
localizado na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os animais
permaneceram em gaiolas de plastico apropriadas, contendo serragem, e receberam
agua potavel e racdo (Nuvilab ® CR1) ad libitum. Durante todo o procedimento, os
animais foram submetidos a ciclos de luminosidade (ciclo 12 horas dia/12 horas noite) e
temperatura (22°C) controlada. As ratas foram divididas em 4 grupos, de forma
randdémica, de acordo com o tratamento no qual foram submetidas, conforme pode ser
observado na tabela 2. Os animais do grupo denominado GO ndo foram submetidos a

nenhum tratamento, sendo o0 grupo controle.

Tabela 2 — Distribui¢do dos animais, de acordo com o tratamento realizado.

Grupos Ngmfg‘;ge Tratamento
GO 5 -
Gl 5 Quimioterapia (ciclofosfamida + doxorrubicina)
G2 5 Quimioterapia (ciclofosfamida + docetaxel)
G3 5 Ovariectomia

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da UERJ, através do processo de ndmero
CEA/248/2008.
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3.1.2. Administracao dos poliquimioterapicos

Nos respectivos grupos, os poliquimioterapicos ciclofosfamida + doxorrubicina
(AT) e ciclofosfamida + docetaxel (AC) foram administrados em 4 ciclos, com intervalo
de 7 dias entre eles, por via intraperitoneal. No Grupo G1 cada animal recebeu 50mg/kg
de ciclofosfamida e 2,5mg/kg de doxorrubicina, por ciclo. No Grupo G2 cada animal
recebeu 50mg/kg de ciclofosfamida e 12,5 mg/kg de docetaxel, por ciclo. A dose
administrada para cada uma das drogas, em cada ciclo, foi equivalente a dose por ciclo
de quimioterapia em humanos [REAGAN-SHAW et al., 2008]. O Grupo GO, controle,
recebeu volume de solucdo NaCl 0,9% equivalente ao volume de quimioterépico,
também em 4 ciclos espacados por 7 dias. A administracdo de NaCl nas ratas do grupo
controle teve como objetivo simular o estresse causado pela manipulacdo dos animais,
para que assim as possiveis alteracfes encontradas sejam efetivamente caudadas pelos

quimioterapicos.

3.1.3. Ovariectomia

Para a realizagdo da ovariectomia, 0s animais foram previamente anestesiados
com Xxilasina e ketamina (2mg/kg e 40mg/kg, respectivamente). Os flancos direito e
esquerdo foram tricotomizados e assepsiados. Com o animal em decubito lateral, fez-se
uma pequena incisdo através da pele e da musculatura abdominal entre o bordo superior
da coxa e a Ultima costela. Através desse orificio, o ovario foi identificado e
exteriorizado. Realizou-se um ponto de ligadura das tubas uterinas e artérias ovaricas a
fim de evitar sangramentos excessivos, e entdo foi feita a remoc¢édo dos ovarios. As tubas
uterinas foram reposicionadas dentro do abdomem, e entéo, foi realizada a sutura local.
Os animais foram transferidos para uma gaiola individual e foram mantidos em

observacdo até a total recuperacao.

3.2. Preparacao das amostras para anélise por pXRF

Os animais foram mantidos sob observagao constante até a data da eutanasia, que
ocorreu 5 meses apds o fim dos tratamentos, com 9 meses de idade. Para a realizacéo da
eutanasia, os animais foram anestesiados com xilasina e ketamina (2mg/kg e 40mg/kg,

respectivamente). Depois de anestesiados, a caixa toracica dos animais foi aberta e uma
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injecdo de cloreto de potéssio foi aplicada diretamente no coracdo. Foram coletados os
fémures dos animais sendo retirado todo o tecido mole dos mesmos, e entéo, colocados
para secar. Para a realizagdo da analise por uXRF, a cabeca do fémur foi cortada em
laminas com espessura de aproximadamente 0,1 cm (Figura 3.1). As amostras foram

presas em plastico filme, sendo este Gltimo preso a um suporte vazado de aluminio.

Figura 3.1 — a) cabeca do fémur de rata Wistar, b) ldamina da cabega do fémur.

3.3. Instrumentacéo

As medidas de pXRF foram realizadas na linha de Fluorescéncia de raios X
D09B-XRF no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas, SP,
Brasil [PEREZ et al. 1999] (Projeto XAFS1-14447). A linha XRF (Figura 3.2) destina-
se a analise da composigdo quimica multiclementar (Z > 13), em aplicacgdes cientificas
na determinacdo de elementos tracos em ciéncias ambientais, bioldgicas e de materiais,
perfil de profundidade quimica de filmes finos e mapeamento quimico [RIOS et al.,
2006, RUBIO et al., 2008, PEREIRA et al., 2010, GUERRA et al., 2010].
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Figura 3.2 — Vista geral da estacdo experimental DO9B-XRF do Laboratdrio Nacional

de Luz Sincrotron.

Para aquisicdo dos espectros, utilizou-se um feixe branco de radiagdo com uma
faixa de energia de 4 a 24 keV e dimensao de 20 x 10 um para excitar as amostras. Para
a deteccdo dos raios X fluorescentes emitidos pelas amostras, foi utilizado um
espectrometro de alta resolucdo, baseado em um detector Silicon Drifft com janela de
berilio de 8 um de espessura, e area ativa de 7 mm?® Todas as medidas foram feitas
sobre condi¢Ges normais de pressdo e temperatura com uma geometria de excitacdo
padrédo (Figura 3.3).

3 ==
U htf

Detecti)r
Silicon Drifft

" e

Camara de
ionizagédo

Figura 3.3 — Esquema do arranjo experimental
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Como os cortes dos fémures eram de dimens6es bem reduzidas (aprox. 2 a 3 mm),
obtiveram-se matrizes de aproximadamente 51 x 51 pixels (considerando que a amostra
ndo foi varrida por inteira para analise) num total de 2601 espectros por amostra.

Para o ajuste dos espectros dos raios X caracteristicos, determinacdo dos
elementos e suas respectivas intensidades fluorescentes e concentragdes elementares, foi
utilizado o programa PyMca® [SOLE et al., 2007]. Os passos necessarios para utilizacdo
do PyMca® estdo completamente descritos no Anexo A. As informacdes experimentais
listadas abaixo foram incluidas no arquivo de configuracao:

- Filtros utilizados: 16 folhas de Al (15um cada)

- Composicdo (matriz) do material: osso cortical — densidade 1,92 g/cm®
- Espessura da amostra: 0,1 cm

- Area ativa do detector: 7 mm?

- Distancia entre amostra e detector: 25 mm

- Tempo de medida para cada espectro: 2s
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos pelas medidas de SR-
uXRF para as amostras de fémures de ratas para os grupos controle (GO0), tratado com
docetaxel e ciclofosfamida (G1), tratado com doxorrubicina e ciclofosfamida (G2) e
para o grupo OVX (G3).

Para analisar todas os fémures de ratas por SR-uXRF, as amostras utilizadas
foram preparadas como descritas no capitulo 3. Os fundamentos da anélise quantitativa
por SR-uXRF estdo descritos no capitulo 2. As concentracfes elementares foram

obtidas de acordo com o Anexo A.

4.1. Anélise por SR-uXRF

Os resultados deste trabalho foram divididos em duas partes: na primeira parte
serdo apresentados os mapas de distribuicdo das concentracGes elementares presentes
nos fémures das ratas dos grupos GO, G1, G2 e G3. Na segunda etapa serdo
apresentadas as analises estatisticas para os resultados obtidos. Foram analisados 0s
elementos: K, Ca, Fe, Cu, Zn e Sr em todos os grupos. Todas as concentracfes

elementares foram obtidas em pg/g, exceto o Ca (%).

4.1.1. Analise dos mapas de distribuicdao elementar

As imagens apresentadas sdo formadas por um mapeamento ponto a ponto da
regido selecionada da amostra (matriz 51 x 51 pixels), de maneira que cada ponto
representa a concentracdo do elemento em questdo. As diferentes concentragdes
elementares nas imagens estdo representadas em escala de cores. Todos 0s mapas tem
dimensdes de 1 x 1 mm?2 e foram gerados pelo programa ImageJ® [SCHNEIDER et al.,
2012].
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e Grupo GO (controle):

A figura 4.1 representa uma fatia de uma amostra de cabeca do fémur de uma
rata do grupo GO. A regido delimitada em vermelho representa a area analisada por SR-
uXRF.

Figura 4.1 — Fatia de uma amostra de cabe¢a do fémur do grupo controle. A regido
delimitada representa a &rea analisada por SR-puXRF.

Os mapas de distribuicdo elementar proporcionam a analise do comportamento
dos elementos no tecido. A partir dos mapas dos diferentes elementos no grupo
controle, podem-se destacar algumas particularidades do comportamento elementar na
cabeca do fémur de ratas Wistar.

As figuras 4.2 (a), (b) e (c) mostram o comportamento tipico dos elementos Ca e
Fe e a sobreposicao desses dois elementos, respectivamente, em uma amostra da cabeca
do fémur de ratas do grupo controle. O calcio é o elemento mais abundante no 0sso,
com o mapa de distribuicdo é possivel observar que esse elemento esta presente em
praticamente toda a amostra. J& a concentracdo de ferro reduzida no 0sso quando
comparada com a concentracdo de Ca. Na figura 4.2 (c) a distribuicdo de Ca esta
representada pela cor azul e a distribuicdo de Fe est representada pela cor vermelha. E
possivel observar que ocorre quase uma disputa entre localizacdo de Fe e a localizagédo
de Ca. A localizacdo do Fe se da principalmente no local onde a concentracdo do Ca é
reduzida.
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Figura 4.2 — Amostra tipica do grupo controle. (a) distribuicdo de Ca; (b) distribuicéo

de Fe e; (c) distribuicdo de Ca (azul) e Fe (vermelho) sobrepostas.

As figuras 4.3 (a), (b) e (c) mostram o comportamento tipico dos elementos Ca e
Zn e a sobreposicdo desses dois elementos, respectivamente. Na figura 4.3 (c) a
distribuicdo de Ca estd representada pela cor azul e a distribuicdo de Zn estad
representada pela cor vermelha. A distribuicdo de Zn é similar a distribuicdo do Ca na

amostra, 0s dois elementos estdo presentes por toda a amostra.
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Figura 4.3 — Amostra tipica do grupo controle. (a) distribuicdo de Ca; (b) distribuicao
de Zn e; (c) distribuicdo de Ca (azul) e Zn (vermelho) sobrepostas.

As figuras 4.4 (a), (b) e (c) mostram o0 comportamento tipico dos elementos K e
Cu e Sr, respectivamente. Devido a limitagcbes do programa ImageJ® a escala do
elemento Cu foi apresentada em ng/g.

De acordo com a distribuicdo de K, Cu e Sr (figura 4.4), é possivel verificar que
esses elementos estdo presentes em toda a amostra. Entretanto, o K e o Cu se encontram
em maior concentracdo na parte externa do 0sso, na parte cortical, enquanto o Sr é

localizado em maior concentracdo na parte interna no 0sso, na parte trabecular.
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Figura 4.4 — Amostra tipica do grupo controle. (a) distribuicdo de K; (b) distribuicdo de
Cu e; (c) distribuicdo de Sr.

e Grupo G1 (Doxorrubicina + ciclofosfamida):

A figura 4.5 representa uma fatia de uma amostra de cabeca do fémur de uma
rata do grupo G1. A regido delimitada em vermelho representa a area analisada por SR-
uXRF.

Figura 4.5 — Fatia de uma amostra de cabeca do fémur do grupo G1. A regiao

delimitada representa a area analisada por SR-uXRF.
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As figuras 4.6 (a), (b), (c), (d), (e) e (f) mostram o comportamento elementos Ca,
Fe, Zn, K, Cu e Sr, respectivamente, em uma amostra tipica da cabeca do fémur de ratas
tratadas com doxorrubicina associada a ciclofosfamida. Analisando a figura 4.6, pode-se
verificar que o poliquimioterapico utilizado no tratamento deste grupo nédo altera a
distribuicdo preferencial dos elementos. Entretanto, pode-se observar que a combinacéo
de doxorrubicina com ciclofosfamida causou uma evidente degradagdo, formando
buracos nas amostras do grupo G1. Sdo considerados buracos onde ha auséncia de
elementos. Os buracos presentes no grupo G1 estdo destacados com circulos na figura
4.6.

Figura 4.6 — Amostra tipica do grupo G1. (a) distribuicdo de Ca; (b) distribuicdo de Fe;
(c) distribuicdo de Zn; (d) distribuicdo de K; (e) distribuicdo de Cu e; (f) distribuicdo de
Sr.
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e Grupo G2 (Docetaxel + ciclofosfamida):

A figura 4.7 representa uma fatia de uma amostra de cabeca do fémur de uma
rata do grupo G2. A regido delimitada em vermelho representa a area analisada por SR-
uXRF.

Figura 4.7 — Fatia de uma amostra de cabeca do fémur do grupo G2. A regiao

delimitada representa a &rea analisada por SR-puXRF.

As figuras 4.8 (), (b), (), (d), (e) e (f) mostram o comportamento elementos Ca,
Fe, Zn, K, Cu e Sr, respectivamente, em uma amostra tipica da cabeca do fémur de ratas
tratadas com docetaxel combinado com ciclofosfamida. Nao foi possivel observar
nenhuma alteracdo causada pelos quimioterapicos nas distribuicdes dos elementos,
nenhuma degradacdo e nenhum buraco péde ser observado. Os mapas de distribuicdo
elementar das amostras do grupo G2 sdo qualitativamente similares aos mapas do grupo

controle.
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Figura 4.8 — Amostra tipica do grupo G2. (a) distribuicdo de Ca; (b) distribuicdo de Fe;
(c) distribuicao de Zn; (d) distribuicéo de K; (e) distribuicdo de Cu e; (f) distribuicdo de
Sr.

e Grupo G3 (OVX):

O grupo G3, composto por ratas ovariectomizadas, foi analisado a fim de ser um
controle positivo para a perda 0ssea. Sabe-se que ratas que passam pelo processo de
ovariectomia sdo animais modelo para o estudo de efeitos causados pela baixa de
estrogénio no organismo como, por exemplo, a perda 6ssea [KALU, 1991, CARDOSO
NETTO et al., 2006]. A figura 4.9 representa uma fatia de uma amostra de cabeca do
fémur de uma rata do grupo G3. A regido delimitada em vermelho representa a area

analisada por SR-uXRF.
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Figura 4.9 — Fatia de uma amostra de cabeca do fémur do grupo G3.

As figuras 4.10 (a), (b), (c), (d), (e) e (f) mostram o comportamento dos
elementos Ca, Fe, Zn, K, Cu e Sr, respectivamente, em uma amostra tipica da cabeca do
fémur de ratas tratadas ovariectomizadas. Como era de se esperar, pode-se observar
alguns efeitos causados pelo processo de ovariectomia. Os mapas de distribuicdo
elementares do grupo G3 apresentaram alguns buracos nas amostras desse grupo. Os

buracos presentes neste grupo estdo destacados com circulos na figura 4.10.

- : m
Figura 4.10 — Amostra tipica do grupo G3. (a) distribuicdo de Ca; (b) distribuicdo de Fe;

(c) distribuicdo de Zn; (d) distribuicdo de K; (e) distribuicdo de Cu e; (f) distribui¢do de
Sr.
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4.1.2. Andlise estatistica dos resultados

O teste utilizado para a andlise estatistica foi o one-way ANOVA (analise de
variancia com um fator) com o teste post-hoc Tukey. O teste ANOVA é um método
para se testar a igualdade de trés ou mais médias populacionais através da anélise das
variancias amostrais. Para isso, o teste calcula a variabilidade dos resultados, fazendo a
razdo (F) entre variancia que ocorre entre 0S grupos e a variancia proveniente dos
componentes do proprio grupo. A resposta gerada para esse teste estatistico é se existe
diferenca significativa entre os grupos analisados. Os testes post-hoc séo testes usados
para mostrar onde estdo essas diferencas, apds o calculo de F da ANOVA [ANJOS,
2009]. O teste estatistico ANOVA encontra-se descrito no Anexo B.

A composicao elementar do osso sofre variagfes dependendo de alguns fatores
como: idade, dieta, ou até mesmo da presenca de doencas. A medida do contetdo
mineral do osso é geralmente bem aceita como uma apropriada estimativa da forca
Ossea [TZAPHLIDOU, 2008]. Alguns autores avaliaram, utilizando diversas técnicas, a
concentracdo de determinados elementos e suas fun¢Ges no metabolismo do 0sso, tanto
em humanos [ROBERTS et al., 1996, ZAICHICK, 2007, ARAS et al., 1999,
BRODZIAK-DOPIERALA et al., 2009] quanto em animais [GOULDING et al., 1983,
YAMAGUCHI et al., 1986, NIE et al., 1999, HUNTINGTON et al., 2008]. Entretanto,
esse tipo de estudo nunca havia sido realizado para avaliacdo dos efeitos secundarios de
quimioterapicos.

O célcio é o elemento mais abundante no osso. Um homem adulto possui, em
média, cerca de 1 kg de Ca no corpo e mais de 99% esta localizado nos 0ssos e dentes.
No 0sso, esse mineral esta presente na forma de hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH).]. O Ca
influencia na forca estrutural do osso através de seu efeito sobre a massa 6ssea,
permitindo que 0s 0ssos suportem o peso do corpo [ZHU et al., 2012]. A monitoragéo
desse elemento pode ajudar a entender as mudangas que ocorrem em 0SSOS nhormais e
em 0ssos com algum tipo de perda 6ssea. A figura 4.11 mostra as concentracdes de Ca

obtidas para o grupo GO, G1, G2 e para o grupo G3.
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Figura 4.11 — Concentracdo de Ca para os grupos GO, G1, G2 e G3. O simbolo [a]**
significa diferenca significativa (P<0,01) em relagdo ao grupo controle e; o simbolo
[a]*** significa diferenca significativa (P<0,001) em relacéo ao grupo controle.

Os resultados mostraram que 0s tratamentos causaram uma diminuicdo
significativa de aproximadamente 30 % da concentracdo de Ca nos fémures das ratas.
Essa alteracdo causada pelos dois protocolos de quimioterapia utilizados é comparavel
aos danos causados pelo processo de ovariectomia. Essa variagcdo da concentracdo de Ca
sugere uma maior fragilidade nos ossos das ratas tratadas com quimioterapicos. Nao
houve diferenca significativa quando comparados os dois grupos tratados com
quimioterapicos.

A principal importancia do K é baseada em sua influéncia na homeostase do Ca.
A ingestdo de baixas doses de K pode aumentar a perda de Ca por meio urinario e
alguns estudos mostram que existe relacfes entre a ingestdo de potassio e a densidade
6ssea [NIEVES, 2005]. Contudo, a funcdo do potassio para o desenvolvimento 6sseo e
0 comportamento desse elemento no tecido nédo esta elucidado na literatura. A figura

4.12 mostra as concentracfes de K obtidas para todos os grupos analisados.
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Figura 4.12 — Concentracdo de K para os grupos G0, G1, G2 e G3. O simbolo [a]***
significa diferenca significativa (P<0,001) em relacédo ao grupo controle e; o simbolo

[b]* significa diferenca significativa (P<0,05) em relagdo ao grupo OVX.

Comparando os grupos G1 com o grupo controle (GO) foi observada uma
diminuicdo de aproximadamente 20% na concentracao de K, mas de acordo com o teste
estatistico utilizado essa diferenca ndo foi significativa. Comparando o grupo G2 com o
grupo controle foi observada uma diferenca ndo significativa de menos 6% da
concentracdo de K. Entretanto, houve uma diferenca significativa da concentracdo desse
elemento no grupo G3 de aproximadamente metade da concentragdo quando comparada
ao grupo controle. Os resultados sugerem gue a concentracdo de K ndo foi alterada pelo
uso dos quimioterapicos.

Ferro pode desempenhar um importante papel na formacdo do osso, atuando
como um cofator para enzimas envolvidas na sintese de colageno. Estudos mostram que
a forca necessaria para quebrar o0 0sso € menor em ratos com deficiéncia de Fe, o que
sugere que a deficiéncia desse elemento tem um importante papel no que diz respeito a
fragilidade 6ssea [ILICH et al., 2000].

A figura 4.13 mostra as concentracdes de Fe obtidas para todos os grupos
analisados. N@o houve variacdo significativa da concentracdo de Fe para nenhum dos

grupos estudados.
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Figura 4.13 — Concentracédo de Fe para os grupos GO, G1, G2 e G3.

O corpo humano contém de 75 a 100 mg de Cu em média, acumulado no
organismo principalmente durante o crescimento. O cobre influencia na formacgéo do
0ss0, na mineralizacdo dssea e na integridade do tecido conjuntivo [PALACIOS, 2006].
A deficiéncia de Cu pode inibir o crescimento 6sseo e promover mudancas patologicas
caracteristicas da osteoporose. Ossos de animais com deficiéncia desse elemento
mostraram um aumento na fragilidade [BEATTIE et al., 1992]. A figura 4.14 mostra as

concentracOes de Cu obtidas para todos os grupos analisados.
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Figura 4.14 — Concentracdo de Cu para os grupos G0, G1, G2 e G3. O simbolo [a]**

significa diferenca significativa (P<0,01) em relagdo ao grupo controle.

Os resultados para concentragdo de Cu mostraram uma diminuicdo significativa

de aproximadamente 20% dos grupos G1 e G2 quando comparadas as concentrac0es
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obtidas para o grupo controle. N&o houve variagdo significativa quando comparado o
grupo G3 com o grupo GO.

Zinco é um mineral essencial que compdem mais de 200 enzimas e é um
elemento necessario para sintese de colageno. O Zn age no metabolismo do 0sso como
um cofator, estimulando a sintese de proteinas necessarias para a formacdo da matriz
organica. Esse elemento desempenha um importante papel como indicador para a
mineralizacdo do o0sso como: conteddo mineral 0sseo, densidade mineral &ssea,
tamanho e peso. O Zn também esta envolvido na regulacdo da formacdo e crescimento
0sseo e, além disso, tem um importante papel no sistema imune [MOLOKWU et al.,
2006]. A figura 4.15 mostra as concentracdes de Zn obtidas para todos 0s grupos

analisados.
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Figura 4.15 — Concentracdo de Zn para os grupos G0, G1, G2 e G3. O simbolo [a]*
significa diferenca significativa (P<0,05) em relacdo ao grupo controle e; o simbolo

[a]*** significa diferenca significativa (P<0,001) em relacdo ao grupo controle.

Houve uma diminuicdo significativa de aproximadamente 20% da concentracao
de Zn nos grupos tratados com quimioterapicos (G1 e G2), e uma reducdo de
aproximadamente 30% no grupo de ratas ovariectomizadas (G3), quando comparados
ao grupo controle. Nao houve variacao significativa desse elemento entre os tratamentos
quimioterapicos.

A deficiéncia de Zn prejudica a sintese do DNA e o metabolismo de proteinas,

que podem gerar efeitos negativos sobre a formacao 0ssea. O papel do Zn na formacao
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0ssea é bem estabelecido na literatura [YAMAGUCHI, 1998] e alguns trabalhos relatam
baixos niveis de Zn em humanos com doencas relacionadas a perda dssea, como a
osteoporose [ILICH et al, 2000].

O estréncio encontrado no corpo € proveniente da alimentacdo. Em animais com
alimentacdo normal cerca de 99% do Sr absorvido pelo organismo € depositado nos
0ss0s. O estroncio possui muitas semelhangas com o Ca, como por exemplo, a absorcéo
intestinal, a incorporacdo no tecido 6sseo e também possui alta afinidade com a
hidroxiapatita [CABRERA et al. 1999]. A figura 4.16 mostra as concentracdes de Sr

obtidas para todos os grupos analisados.
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Figura 4.16 — Concentracdo de Sr para os grupos GO0, G1, G2 e G3. O simbolo [a]*
significa diferenga significativa (P<0,05) em relagdo ao grupo controle.

Os protocolos de quimioterapia utilizados ndo causaram nenhuma alteracdo na
concentracdo de Sr nos fémures das ratas tratadas. Somente pode ser observada uma
diminuigdo significativa (aproximadamente 15%) desse elemento no grupo de ratas
ovariectomizadas.

O estroncio tem um efeito benéfico sobre 0 0sso. Estudos do uso desse elemento
como uma droga para 0 combate da osteoporose demonstram varios efeitos benéficos
capazes de prevenir a perda da massa 0ssea em animais, mantendo a formacéo 0ssea a

nivel elevado e impedindo a reabsor¢do [DAHL et al. 2001].
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CAPITULO V

5. CONCLUSOES

O céancer de mama é a neoplasia maligna mais comum nas mulheres. Tendo em
vista 0 grande impacto dessa patologia sobre a sociedade, grandes esfor¢os vém sendo
feitos com o objetivo de encontrar novas alternativas terapéuticas. Além da eficacia no
tratamento do cancer, que é o principal objetivo, outra avaliacdo que deve ser
considerada para o uso de determinados quimioterapicos refere-se ao estudo de seus
efeitos secundérios para o organismo.

Pouco existe na literatura sobre modificacBes dsseas causadas por efeitos
secundarios ap6s o uso de quimioterapicos, principalmente no que diz respeito a
distribuicdo e concentracdo de elementos importantes para a salde dos 0Ssos.

Neste trabalho, pode-se demonstrar a aplicabilidade e as vantagens de se usar a
técnica SR-uXRF para mapear ¢ quantificar alteraces elementares minimas (da ordem
de ppm), na cabeca do fémur de ratas, causadas por diferentes tratamentos
quimioterapicos.

Com esse estudo foi possivel concluir que hd uma diminuigdo da concentragdo
de elementos importantes para a formacao e manutencdo do tecido 6sseo, tais como, Ca,
Cu e Zn, ap0s os tratamentos quimioterapicos. A diminuicdo da concentracdo de
elementos como Ca e Zn nos animais tratados com os dois protocolos quimioterapicos
utilizados, foram comparaveis as mudancas causadas pelo processo de ovariectomia.

Foi verificada uma diminuicdo da concentracdo dos elementos K e Sr no grupo
de ratas ovariectomizadas quando comparadas com o grupo controle. Entretanto, os
quimioterapicos utilizados no estudo ndo causaram variagOes significativas na
concentracdo destes elementos quando comparados aos animais do grupo controle.

Quantitativamente, de acordo com o teste estatistico utilizado, ndo houve
nenhuma diferenca significativa na concentracdo de nenhum dos elementos estudados
quando comparados o tratamento com doxorrubicina combinado com ciclofosfamida
com o tratamento utilizando docetaxel e ciclofosfamida. Entretanto, qualitativamente,
com os mapas de distribuicdo elementares obtidos através da SR-uXRF, foi possivel
verificar que o tratamento quimioterapico utilizando a doxorrubicina combinada a

ciclofosfamida causou uma maior reducdo na homogeneidade da distribuicdo elementar
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e maior formacédo de buracos (auséncia de elementos em determinadas areas), tornando
a cabeca do fémur fragil e mais susceptivel a fraturas nesse grupo.

Pode-se concluir com este estudo que o tratamento que utiliza a doxorrubicina
combinada a ciclofosfamida (ciclo AC) pode causar mais danos 0sseos do que O
protocolo que utiliza docetaxel e ciclofosfamida (ciclo TC).

Algumas das vantagens e desvantagens de um tratamento podem ser
reconhecidas através da avaliacdo dos efeitos secundarios causados pelo quimioterapico
utilizado. Este trabalho abre uma nova linha de pesquisa para a avaliacdo de agentes ja

utilizados e de possiveis novos agentes para o tratamento do cancer de mama.
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A.1l. Metodologia para o calculo da concentracéo usando PyMca®

Primeiramente, para o calculo da concentracdo elementar, utilizando o software
PyMca®, é necessario um tratamento prévio dos dados de saida obtidos durantes as
medidas na linha de fluorescéncia de raios X do LNLS. Para o tratamento desses dados,
disponibilizados na extenséo .cnf, utiliza-se um programa readcnfmca_v4.exe, fornecido
pela prdpria linha. A figura A.1 mostra a interface do programa utilizado para o

tratamento prévio dos dados.

Readcnfmea - 2013 [ | |
el j XRF BEAMLINE Label Start End On ~
= Go a -
= GOr1 teste £

r100001.CNF ~ First
r100002.CNF

r100003.CNF

r100004.CNF

r100005.CNF

r100006.CNF

rl00007.CNF

r100008.CNF

r100009.CNF

r100010.CNF -

r100011.CNF . Last
ZLOBRLZ CME Load Roi | Add Roi |
*.cnf Save Roi | Roi [para |
Start [~ Norm. loni. Chamber
+ 2048 channels ¥ Make *.spe
" 4096 channels ¥ Make *.prn
" 8192 channels v Make Axil

Figura A.1 — Interface do programa readcnfmca_v4.exe

Apo6s a conversdo dos dados, o programa citado gera novos arquivos nas

extensdes: .spe, .prn, .res e .dat.
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A.1.1. PyMca®

A figura A.2 mostra a interface do programa PyMca®.

PyMca - [Main Window] - olEH
B rile Tools Window Help e |
& & 49
@ M | scan | opense |
I Talals Ko & || wla N 4l
HOFS | EfFile | SpecFile |
1.000 -
File/Group/Dataset | Description |Shape [ DT |
e/Group/Dataset J Ei(ﬂﬂlon[ anel ype ] 800 |
2 600
=
8 w0 |
200}
w : ; ; ; ; i ; : ‘
[1] 200 400 600 800 1.000)
Counter Auxes Signals Monitor Channel

Calbration] Hane =] calibrate
Active Curve Usesa |1 g1 cfo

Channel ROTs of XOOOOCOOO0O

|rot | Type [From | To |Raw Counts|Net Counts

1. ]

ADD SCAN REMOVE SCAN REPLACE SCAN

ADD MCA REMOVE MCA REPLACE MCA

ADD 20 REMOVE 2D REPLACE 2D

ADD 30 REMOVE 30 REPLACE 3D Add RO1 J Delete ROL ] Reset | Lood Save

Figura A.2 — Interface do programa PyMca®

Alguns arquivos sdo necessarios para que sejam fornecidas as informacdes sobre
0 setup e amostra, para que entdo o programa seja capaz de realizar os calculos das
concentracfes elementares presentes nas amostras estudadas. Sdo eles: arquivo de

calibracdo (.calib) e o arquivo de configuracéo (.cfg).

1. Gerando o arquivo de calibracao:

O arquivo de calibracdo € necessario para que o programa discrimine as energias
dos picos do espectro analisado. Quando abrimos o espectro pela primeira vez, o que se
tem é uma distribuicdo de intensidade (contagens) x canal. Uma vez realizada a
calibracdo, ou seja, determinar qual canal corresponde cada energia coletada pelo
detector, obtém-se entdo um espectro de intensidade x energia. Com isso, € possivel
distinguir os elementos e suas respectivas intensidades dentro da amostra.

Para gerar o arquivo de calibracéo:

v" Clicar em File — Open — Data Source (Figura A.3).
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.
! File Tools Window Help -I xl

& o oal

|

mca | scan | openct |

PyMca Configuration
B o-csouce | ° |
Tr |2 T B | 6 X ¥
[~ Load Training Data - 3' 5 i'_'_ = ﬁl
HOFS | EdfFile | SpecFile
1.000
File/Group/Dataset |Dmripuon ISnapeID‘lype I 800 7]
B 0]
= 000 g
5 400 -
200 4
O ; ‘ ‘
0 200 800 1.000]
Counter Axes I Signals Monitor Channel
Calbration] Nane =] cambrate
Active Curve Usesa: [0 w1 cfo
Channel ROs of XO000000000
[roi | 7ype [From[ To [Raw Counts[Net counts
| | |
ADD SCAN REMOVE SCAN REPLACE SCAN
ADD MCA REMOVE MCA REPLACE MCA
ADD 20 REMOVE 20 REPLACE 2D
ADD 30 REMOVE 30 REPLACE 30 Add RO | Delete RO | Reset | Load Save

Figura A.3 — Abrindo Data Source

v" Na pasta em que se encontram 0s arquivos, selecionar o arquivo .spe da amostra a

ser analisada.

v Depois de selecionado o arquivo, clicar em Calibrate — Compute, como mostra a

figura A.4

B File Tools Window Help =] x|}
ls & s
o M | scan | openct |
| moer Talols X[o [ || w|& x{2507.40 vi22470 Q.
HoFs | EdiFle  Specrile |
3.500 3.500
3.000 3.000
8250 2.500)
£2.000 2.000|
51.500 1.500
1.000 - 1.000
500 500
0 T T T
0 500 1.000 1.500 2.000 2.9
Coomacs || BCA Channel
~r101239.5pe 1.1.1.1 X
Shon 1 Calbration] lione =] cowae W
1 Active Curve UsesA:{0 1 cfo Edit
ROIS of r101239.5pe 1.1.1.1 :>
ROI | Type [From| To [Raw Counts |Net Counts Load
Save
" 3000 [~ Auto OFF 7" Auto ADD [T Auto REPLACE [~ Force MCA
0o | roox | e | e | e

Figura A.4 — Abrindo a calibracao

v Ao clicar em Search o programa ira marcar 0s picos caracteristicos do espectro

(Figura A.5).
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v Ao selecionar uma das linhas ira aparecer um novo quadro, e entdo devera ser
marcado o elemento correspondente ao pico selecionado (Figura A.5). Essa

etapa deve ser repetida para todos o0s elementos presentes no espectro.

] MCA Calibration Widget ?
X I\—,I},a x| A Channel[307.3  Counts:[23.8 Energy:[3.688
10.000 10.000
1.000 1.000
£
g 100 100
10 . rn 10
B Emei*ecmdl’eak Parameters ? EN|
1 i d
r T
0 500 ‘ Peakl Channel Element Line | Energy I Usel Calc. Ene
Ch ] _ﬂ 2 307.000 Ca (20) v||KL2 (02984_’J 36881 ¥ 3.6846
e | A3 A
| Si(14)
Search Parameters Peak| Channel ‘ < e | o
S (16)
Sensitnity [2.5 aan ] Cancel
Fwhm (pts) [8 ™ Auto Ar (18)
Yscaling 1.000097 ™ Auto &
Search Sc (21
Ti (22) X

order: [2nd =] A: [0 8: [0.012 clo Add as [r101239.5pe 1.1.1.1 7] (3 Cancel

Figura A.5 — Identificando os picos

v Ap0s fazer a identificacdo de todos os picos e clicar em OK, a tela ira se fechar e

voltara para a tela inicial.

v’ Para salvar o arquivo de calibracdo (.calib): Calibrate — Save, como mostra a
figura A.6.

] PyMca - [Main Window] ] x|
B File Tools Window Help SEE|
8 8 8
o MA | scan | openct |
focims J8lels WIL. || & x{2507.40 y{2424.70 ﬂ
WOFS | Edffile  Specrile |
3.500
3.000 3
2.500
g2.ll)0-
Lsw “
1.000 |
500 I
0~
T T T T
0 500 1.000 1.500 2.000
Counters  MCA | Channel
- r101239.5p¢ 1.1.1.1
Mca 1 Calibration|lone ?
1 - Active Curve Usesa |0 81 cfo Edit

Compute
ROIs of r101239.spe 1.1.1.1

0! | Type [From| To |Raw Counts|Net Counts :> Load
1

™ 300n ™ Auto OFF 7 Auto 400 ™ Auto REFLACE [T Force MCA

20 | REMOVE | RENACE I Add ROI I Delete ROI | Reset I Load Save

Figura A.6 — Gerando o arquivo de calibracéo (.calib)
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O arquivo de calibragdo (.calib) gerado sera utilizado para a analise de todos os

espectros.

2. Gerando o arquivo de configuracéo:
O arquivo de configuracdo é necessario para fornecer informagoes relativas as

caracteristicas do setup utilizado e as caracteristicas da amostra analisada.

Para gerar o arquivo de configuracdo:
v Clicar em File — Open — Data Source (Figura A.3).

v Novamente selecionar algum arquivo .spe da amostra a ser analisada.

v" Depois de selecionado o arquivo, clicar em Calibrate — load, como mostra a

figura A.7. E entdo selecionar o arquivo de calibracdo (.calib) gerado na etapa

anterior.
%] PyMca - [Main Window] -y x |
B File Tools Window Help =lolx]
3 8 8
o " | scan | openc |
A ER S EAE = §—
e Salols| XIF = LlElala) x v sj
HOFS | EdFde  Specrile
3.500
X S# |Command |Points | Nb. Mca 3.000
82500 \
g7000 1
1.500 f
Simy |
500 1
UJ, ““ T T T T n 1
0 500 1.000 1.500 2.000 .500)
Channel
Counters  MCA |
~ r100954.5p0 1.1.1.1
Maa 1 Catbrationore ] c £dit
N Active Curve Usess [0 oft clo Compute
ROIs of r100954.5pe 1.1.1.1 ._\
[Ro1 | Type [From| To |Raw Counts|Net counts — F
™ 3008 Auto 0FF 7" Auto ADD [ Auto RERACE [~ Force MCA
ADD | REMOVE | REPLACE | Add ROL [ Delete RO! | Reset | Load Save

Figura A.7 — Selecionando o arquivo de calibracédo

v' Como mostra a figura A.8, clicar em Fit Active Curve — Advanced
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M File Tools Window Help

e & s

[r100954.5pe
woFs | Edtrle  Specrie |

x{2:4793 v{3500.00

10 15 20 25|
Counters  MCA Energy
- r100954.5pe 1.1.1.1
Mca 1 Calibration|r600296.5pe 1.1.1.1 =] calibrate
1 Active Curve Usesi:[0.15139604 8:{0.011531935 cfo
ROIS of r100954.spe 1.1.1.1

|Rot | Type | From | To [Raw Counts [Net Counts

™ 3000 [ Auto OFF 7 Auto ADD ™ Auto REPLACE [~ Force MCA

0 | revove | rouce | AddRol | oeeteror | meset |

Figura A.8 — Abrindo o FIT

v' Em seguida ird abrir a janela McaAdvancedFit. Nessa janela, clicar em configure

(Figura A.9).
53] PyMca - [Main Window] - B !
BFile Tools Window Help —_ =lsix
|e & alf
J Fit of r100954.spe 1.1.1.1 from Channel 0.000 to 2047.000 4
[r100954.5pe |
e | Funcoon  [Mca Hypermet - I~ short Tail [~ Long Tail [ Step Tail Configure I
Mo Background = F Escape [ Plleup [ Strip Back. LI B —
X |s# |command |Points | Nb. Mca
crapi | Tame | concewTraTions | omenosTics |
X[o T 1l £ | ] & xfme vfwes |
3.500 - [N
3.000 T
2.500 20 25|
Counters  MCA -22_000_
2
Mea 1 81.500— 7] colibrate
= 1.000
500
u- T T T T 1
0 500 1.000 1.500 2.000 2.500
Channel
= Data
=== SO =r Feagant | pint | MU Report | Matrix Spectrum | peaks spectrum | Dismiss | |
1
A0 | newoe | werace | addnol | velteror | meset | Lood Save

Figura A.5.9 — Tela McaAdvancedFit

Nessa etapa (figura A.10) sdo informados todos os dados necessarios para o
célculo da concentracdo elementar das amostras que serdo analisadas. Foi fornecido pela
linha DO9B-XRF do LNLS um arquivo de configuracdo com informac@es prévias sobre

o feixe, detector e outras informacdes relevantes.

62



Anexos

v’ Para carregar o arquivo de configuracdo fornecido pela linha clicar em load
(figura A.10).

53] PyMca - MCA Fit Parameters ? n

FIT | oevector | meam | Peaks | peaxsmape | ATTemustors | matRnd | concemraTiOns |

Fit Function
Continuum type

Polynomial oroer

Haon-analytical (or estimation) background algerithm
SNIP Background Wadth

Strip Background Width

Strip Background llerations

moothing Width (Savitsky-Golay)

=10 Eld

[Fotsson (1/Y) -]
1 3:
0.001

[ Perform a Linear Fit Fodng non-linear Parameters to Initial Values

[~ Limit fitting region to : First channel : |0 |
Last channel ; | 2047 |

Includse:
[~ Stripping F Escape peaks I~ File-up pesks I™ Scattering pesks
[~ short tail ™ Long tail ™ step tail

L

J Load | Save | Cancel I oK |

Figura A.10 — Entrada de dados no arquivo de configuracéo.

Para o presente estudo, além dos dados j& informados pela linha, foram
acrescentados ao arquivo de configuracdo os seguintes dados experimentais:

- Filtros utilizados: 16 folhas de Al (15um cada)

- Composi¢do (matriz) do material: 0sso — densidade 1,92 g/cm®

- Espessura da amostra: 0,1 cm

- Area ativa do detector: 7 mm?

- Distancia entre amostra e detector: 25 mm

- Tempo de medida para cada espectro: 2s

v' Além dos dados ja descritos, no arquivo de configuracdo é necessario informar
também quais elementos estdo presentes no espectro (Figura A.11). Apds todos
0s parametros serem descritos no arquivo de configuracéo, basta salvar em Save,

gerando o arquivo na extensao .cfg.
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B PyMca - MCA Fit Parameters ?IEN
Fr | betecrom | seam  Peaxs | peaxswape | ArTEnuaToms | matepe | concentraions |
itation Energy (KeV)

[]
EE\EI
[0 [=]]
E-EIE’EIIII\ZI
] e e o e =
0] I I [ [ [ S
[ Il L] C L= L= ][]

3 o o e e e o e

ElEIE R = E T
) S | S [ | | ) S iR

U

| =

| = | o |

Figura A.11 —

3. Andlise do padréo:

Indicando elementos no arquivo de configuracéo

As concentracBes elementares nas amostras da cabeca do fémur de ratas foram

determinadas utilizando uma amostra de referéncia certificada, Standard Reference

Material (SRM) 1486

— “Bone Meal”, produzida por NIST/USA (National Institute of

Standard and Technology). Os valores certificados e seus respectivos intervalos de

confianca sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — ConcentracOes elementares presentes no padrdo de 0sso humano.

Valor Certificado (pg/g)

Ca*

Fe
Zn
Cu
Sr
K

26,58 £0,24
99 £8
147+ 16
0,8
264+ 7
412 +4

*cg/g (%)
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Antes do calculo da concentracdo dos elementos no material de interesse, €
preciso uma analise do comportamento da amostra padrdo em relacdo ao sistema
utilizado para a realizacdo das medidas de SR-uXRF.

v Primeiro é necessario abrir o espectro a ser analisado. Clicar em File — Open —
Data Source (Figura A.3). Entdo abrir o espectro (.spe) gerado a partir da medida

da amostra padrao.
v' Carregar o arquivo de calibragdo (.calib), como mostrado na figura figura A.7.

v" Abrir a janela McaAdvancedFit clicando em Fit Active Curve — Advanced (figura
A.8)

v" Carregar o arquivo de configuracdo (.cfg) como mostrado na figura figura A.10.

v" Novamente na aba McaAdvancedFit clicar em Fit Again! como ilustra a figura

figura A.12.
%3] PyMca - McaAdvancedFit - oIl
Fit of bon00001.spe 1.1.1.1 from Channel 0.000 to 2047.000
Function  |Mca Hypermet | [~ short Tail [~ Long Tail [~ Step Tail Configure

Background |Linear Polynomial 'I ¥ Escape ¥ Pile-up [ Strip Back. Tools

GRAPH | TABLE | CONCENTRATIONS | DmaGNosTICS |
XIIV [ | E || &) x[876.9 v:[1s91.9 4|

1.600
1.400 3
1.200 3
1.000 3
800 3
600 3
400 3
200 f
04 P . NSRS

'200_-[#"I""I""l""l""l

0 500 1.000 1.500 2.000 2.500

Channel

5 —Data —Fit Continuum Pile-up

Fit Again! I Print I HTML Report | Matrix Spectrurnl Peaks Spectruml Dismiss I

Counts

Figura A.12 — Analise da amostra padrdo
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Apbs o Fit, o programa utiliza todos os parametros pré-estabelecidos pelos
arquivos de configuragdo no espectro a ser analisado. Como foi descrito no item 2.7, a
intensidade (I;(E;)) que sai da amostra depende de pardmetros como: feixe, setup
utilizado, matriz da amostra, do elemento que sofreu fluorescéncia, entre outros.

O interesse para o posterior calculo da concentracdo elementar pelo PyMca®
utilizando um padrdo, é o fluxo de fétons (photons/s) que saem da amostra e sdo
coletados pelo detector. Como a amostra padrdo possui valores de referéncia
estabelecidos de concentracdes elementares, € possivel determinar o valor do fluxo

(figura A.13). Esse valor ¢ diferente para cada elemento presente na amostra.

)] PyMca - McaAdvancedFit - o IEN
Fit of bon00001.spe 1.1.1.1 from Channel 0.000 to 2047.000
Function  [Mca Hypermet - [~ short Tail [~ Long Tail [~ Step Tail Configure

Background |Lmear Polynomial !! ¥ escape ¥ Pile-up [ strip Back. Tools

GRAPH | TABLE  CONCENTRATIONS | DIAGNOSTICS |

¥ From fund rs
Flux (photons/s) |2.829e+19 )lllme(seconds)]l
Active Area ;mmZ) 7 distance (mm) IZS
[~ From matrix composition
Matrix Reference Element:' t
¥ '

[~ Consider secondary excitation from deeper matrix layers (non intralayer nor above layers)

[~ Elemental mM concentrations (assuming 1 | of solution is 1000 * matrix_density grams)

E|ement| Groupl Fit Area Sigma Areal Mass fraction | ﬂ
4 K Ka 5.202139e+01 1.08e+01 2725
5— K Kb 2.489797e+02 7.92e+01 42.08 J
6 JCa Ka 1.853015e+04 | 1.55e+02 526.51
7_ Ca Kb 2.939070e+03 5.51e+01 007073¥
8 |Fe Ka 3.516602e+01 8.72e+00 1.381e-12 ﬂ
Fit Again! I Print I HTML Report | Matrix Spectruml Peaks Spearuml Dismiss I

Figura A.13 — Exemplo da determinacao do fluxo para o Ca na amostra padréo.

4. Calculo da concentracao elementar:

Para o célculo da concentracdo elementar, € necessaria a atualizacdo do arquivo
de configuracdo (.cfg) informando o fluxo de f6tons obtidos pela analise da amostra
padrdo, como mostra a figura A.14. Como dito anteriormente, o fluxo ird variar
dependendo do elemento de interesse. Com isso, torna-se necessario um arquivo .cfg

diferente para cada elemento que se deseja quantificar.

66



Anexos

Fr | oeTecTorR | Beam | Peaxs | peaksware | AT | marrx |
A

F From parameters 1 t
% photons/s) [2.629e+19 xfime(seconds)[2
” nce (mm) [25
™ From matrix composition

7" Consider attenuators in calculations
™ Consider secondary excitation from deeper matrix layers (non intralayer nor above layers)
™ Elemental mM concentrations (assuming 1 | of solution is 1000 * matrix_density grams)

{

’ | G S| | %

Figura A.14 — Arquivo .cfg final para o Ca.

Apds a geracao do arquivo de configuracao final para cada elemento presente no

padréo utilizado (com valores de fluxo), para a obtencdo dos valores de concentragéo

seguir 0s passos descritos abaixo:
v Natela inicial do PyMca®: Tools — Batch Fitting (figura A.15)

x
H File | Tools Window Help =|®] x|

ﬂ @  HideSource
[~ Elements Info
Material Transmission @ Emcl%llzsc;: IEWMNQII x:luo—v 5 Q.
Identify Peaks &le|s
o
Convert Mca to Edf 1000
onvert Mca to :
Fle n -
[—— RGB Correlator m e 80O
ROI Imaging 8 i
= 600 i
XIA Correct H i
S 40
200
o+ : = : -
Counter Axes Signals Monitor | 1.
=] calibrate
cfo
< |
ADD SCAN REMOVE SCAN REPLACE SCAN
ADD MCA REMOVE MCA REPLACE MCA
ADD 2D REMOVE 20 REPLACE 2D
ADD 3D REMOVE 30 REPLACE 30 Add ROT Delete ROT Reset I Save

Figura A.15 — Abrindo o PyMca batch fitting.
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Nessa etapa sdo selecionados todos os espectros da amostra a ser analisada. Os
espectros s@o selecionados em Input File List. Em Fit Configuration file, seleciona-se o
arquivo de configuracdo (.cfg) que ira ser utilizado. Em Output dir é determinada a
pasta de armazenamento para os arquivos de saida. E necessario ainda marcar as opcoes

Generate .fit Files e Concentrations, como mostra a figura A.16.

%3} PyMca batch fitting - o IENl
I Input File I'S‘zl C:/Users/Arissa/Documents/Document il Browse I

s/Mestrado/Mestrado/LNLSjunho2013/
G0/g0r1/spe/r100001.spe
C:/Users/Arissa/Documents/Document
s/Mestrado/Mestrado/LNLSjunho2013/
G0/g0r1/spe/r100002.spe
C:/Users/Arissa/Documents/Document
s/Mestrado/Mestrado/LNLSjunho2013/
G0/g0r1/spe/r100003.spe
C:/Users/Arissa/Documents/Document
s/Mestrado/Mestrado/LNLSjunho2013/ ﬂ

FOLADCt fmnn le A AOANA ~mn

an Configuration File: lMestrado/LNLS)unhozo13/Ar|ssaf|naICa.cfg Browse I
lOutput dir: I | Browse I

¥ Generate fit Files ¥ Generate Peak Ima WBGenerate Report (SLOW!)
ﬁ‘- e in Report ¥ Extended Table ¥ Concentrations

[~ ROIFitting Mode

ROI Width (eV): 100
|~ EXPERIMENTAL: Use several processes  Number of processes:lz 3:

Close | Start I

Figura A.16 — Calculo da concentracdo elementar pelo PyMca®.

Ap0s o processamento dos dados da amostra, o software gera alguns arquivos de
saida. Entre eles o arquivo na extensao .txt com as concentracfes elementares em todos
0s espectros analisados. Esse processo deve ser feito para todos os elementos que se

deseja quantificar.
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ANEXO B
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B.1. Analise de variancia.

O objetivo principal da analise de variancia (analysis of variance - ANOVA) ¢ a
comparacdo de mais de dois grupos no que diz respeito a localizacdo. Para exemplificar,
considerando a situacdo em que se pretende avaliar a eficacia de um novo medicamento
no tratamento de uma determinada doenca através da administracdo de quatro
tratamentos diferentes: 0 novo medicamento, outros dois j& existentes no mercado para
tratar a doenca em causa e um placebo. Os diferentes tratamentos sdo usados em
individuos que sofrem daquela doenca distribuida aleatoriamente por quatro grupos. A
anélise de variancia é capaz de verificar, através da comparagdo das localizagGes dos
diferentes grupos, se os tratamentos tém resultados diferentes ou ainda se o novo
medicamento é mais eficaz do que os ja existentes do mercado. Esta comparacao é feita
a partir da analise da dispersdo presente no conjunto de dados, por esse motivo a
designacdo de analise de variancia.

No exemplo acima descrito, as observacGes provém de grupos classificados
através de um s fator (a doenca em causa), neste caso, fala-se em analise de variancia
com um fator one-way ANOVA.

Os pressupostos exigidos para 0 uso desse tipo de teste sao:

e Possuir g grupos de observacBes independentes, sendo 0s grupos independentes
entre si.
e Cada grupo de observacdes deve provir de uma populacdo com distribui¢do normal.

e A variancia das g populacdes deve ser a mesma (homogeneidade das variancias).

Nas situacGes praticas descritas por este tipo de modelo interessa
fundamentalmente testar se as médias m; , m,, ... , m,, das g populacdes associadas as g
amostras sao significativamente diferentes umas das outras.

As hipoteses do teste fundamental da ANOVA podem entdo ser especificadas do

seguinte modo:

H,: ndo existe dif erenca entre as médias

H, : Pelo menos uma das médias é diferente das demais
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A ideia de base para testar estas hipoteses é a seguinte: estima-se a variancia o2
por dois métodos diferentes, um que ndo depende da veracidade de H, e outro que
depende da veracidade de H,. Depois sdo comparadas as duas estimativas. Se H, é
verdadeira, entdo as duas estimativas devem ser proximas; caso contrario, devem diferir

significativamente.

Sendo:
g
N = Z n; (namero total de observagoes)
i=1
n;
X; = - Xij (média das observagdes do grupo i)
i =
1 g n
X = NZ z Xij (média de todas as observacgoes )
i=1 j=1

A variabilidade total das observacdes é dada pela soma dos quadrados das

distancias de cada observagdo a média global

SST = Zg:i(xij -x)°

i=1 j=1

Verifica-se a seguinte igualdade:

g n g g n
—\2 — — =\2
D3 (=) = Yo =+ 3 (6~
i=1 j=1 i=1 i=1 j=1
SST SSE SDD

Onde:
SST é a variabilidade total das observacées X;; em relacdo a média global X;
SSE ¢é a variabilidade das observacdes entre grupos - corresponde a soma ponderada das
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variacOes das médias de cada grupo, X;, em torno da média global, X (a ponderacéo é
feita pelo nimero de observacBGes de cada grupo, n;) e, SDD é a variabilidade das
observagdes dentro dos grupos - corresponde a soma das variagdes das observagdes X;;
dentro de cada um dos diferentes grupos (para cada grupo i, a variacdo das observacgdes

é calculada relativamente a média desse grupo, X;).
Definindo ainda:

SSE
MSE = F : média da soma dos quadrados entre grupos.

SSD

MSD = N——g : média da soma dos quadrados dentro dos grupos.

Os valores de MSD e MSE sdo as duas estimativas de ¢? anteriormente referidas

(sendo MSE aquela que depende da veracidade de H,). Assim, quando a hipétese H, €
. ;. ~_ MSE P
verdadeira, estes valores devem ser proximos e, consequentemente, a razéo Y tera um

valor proximo de 1. Se H, ndo for verdadeira, entdo o valor de MSE sera

significativamente superior ao de MSD. Assim, a hipbtese H, é rejeitada para valores

MSE
elevados de —.
MSD

MSE | - ;o
F =~ € precisamente a estatistica de teste usada para efetuar o teste de
Hy: my=m;=--=myz=m contra H;:nem todos osm; sdo iguais

B.1.1 Teste de Tukey para comparacdo das médias.

Um ANOVA permite estabelecer se as medias das populagdes em estudo s&o ou
ndo estatisticamente iguais. No entanto, esse tipo de analise ndo permite detectar quais
sdo as médias estatisticamente diferentes das demais. O teste Tukey permite estabelecer
a diferenca minima significante, ou seja, a menor diferenca de médias de amostras que

deve ser tomada como estatisticamente significante. Essa diferenca (d.m.s.) é dada por:
72



Anexos

QMR
T

dm.s.=q

Onde g é um valor dado em tabela, QMR é o quadrado médio do residuo da anélise de

variancia e r € o numero de amostras em cada tratamento.
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