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Roberta Gama Leitao
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O cancer de prostata ¢ o sexto tipo de cancer mais comum em todo o mundo,
correspondendo cerca de 10% do total de casos de cancer. No Brasil, o cincer de
prostata ¢ a segunda neoplasia mais freqiiente nos homens, ficando atras dos tumores de
pele ndo melanona, e foi estimado cerca de 49.530 novos casos em 2008. Neste trabalho
foi utilizada a técnica de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total com Radiacao
Sincrotron (SRTXRF) para analisar as concentracdes elementares em amostras de
tecidos de prostata com cancer, com Hiperplasia Prostitica Benigna (HPB) e em
amostras de tecidos prostatico normal. Foram analisados 73 amostras de tecidos de
prostata, sendo 12 amostras com cancer, 53 amostras com HPB e 8 amostras normais. A
SRTXRF foi realizada na linha de Fluorescéncia de Raios X no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Sdo Paulo. Foi possivel determinar as
concentragdes dos seguintes elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fé, Cu, Zn, Br e Rb. Utilizando
o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi observado que quase todos elementos
apresentam concentragdes com diferengas significantes (o = 0,05) entre os grupos
estudados. Os elementos e grupos foram: S, Cl, K, Ca, Fe, Zn, Br ¢ Rb ( PCa X
Normal); S, Cl, Fe, Zn e Br (PCa X HPB); Cl, K, Ca, Fe, Zn, Br, Rb (HPB X Normal).
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Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Science (M.Sc.)

MULTIELEMENTAR ANALYSIS OF PROSTATE TISSUES
USING TOTAL REFLECTION X RAY FLUORESCENCE
AND SYNCHROTRON RADIATION

Roberta Gama Leitao
February/2009

Advisiors: Ricardo Tadeu Lopes

Marcelino José dos Anjos

Department: Nuclear Engineering

Prostate cancer is the sixth cancer more common all over the world, accounting
for approximately 10% of all cancer cases. In Brazil, prostate cancer is the second kind
of cancer more frequent in man leaving behind just the skin neoplasm no-melanoma. It
was estimated that approximately 49.530 new cases in 2008. In this work was used
Total Reflection X-Ray Fluorescence Spectroscopy using Synchrotron Radiation
(SRTXRF) technique to analyze the elemental concentrations in samples of tissues with
prostate cancer and Benign Prostate Hyperplasia (BPH) and in samples of normal
prostate tissues. 73 samples of prostate tissues were analyzed, in that 12 samples with
cancer, 53 samples with BPH and 8 normal samples. The SRTXRF was carried out in
the XRF beam line at the Synchrotron Light National Laboratory (LNLS) in Campinas
— Sao Paulo. It was possible to determine the concentrations of the following elements:
P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br e Rb. By using not test parametric Mann-Whitney U it
was observed that almost all elements presented concentrations with significant
differences (a = 0.05) between the groups studied. The elements and groups were: S, Cl,
K, Ca, Fe, Zn, Br and Rb (PCa X Normal); S, Cl, Fe, Zn and Br (PCa X HPB); Cl, K,
Ca, Fe, Zn, Br and Rb (HPB X Normal).
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CAPITULO |

INTRODUCAO

1.1 - ESTIMATIVAS PARA O SURGIMENTO DO CANCER NO MUNDO

Nos tltimos anos o aumento da mortalidade causado por neoplasias tem gerado um
enorme numero de estudos. O desenvolvimento de novas técnicas pode possibilitar uma
melhor compreensao sobre as neoplasias assim como suas possiveis causas, medidas de
prevencdes, precocidade, precisdo nos diagnodsticos e melhoria nos tratamentos clinicos.
O cancer ¢ a neoplasia mais freqiiente em todo o mundo, pois ndo se trata de uma
doenca tinica e sim um conjunto de mais de 200 patologias (ABRALE, 2008). Nos
Estados Unidos da América (EUA), o cancer ¢ a segunda maior causa de mortes sendo
responsavel por 1 em 4 mortes. Em 2008, espera-se diagnosticar aproximadamente
1.437.180 novos casos de cancer (ACS, 2008). No Brasil, as estimativas para o ano de
2008, validas também para o ano de 2009, apontam que ocorreram 466.730 casos novos

de cancer (INCA, 2008).

1.2 - O CANCER DE PROSTATA E SUA INCIDENCIA

O cancer de prostata ¢ o sexto tipo de cancer mais comum em todo o mundo e
corresponde cerca de 10% do total de casos de cancer (INCA, 2008). Nos Estados
Unidos, este tipo de cancer ¢ responsavel por cerca de 28.660 das mortes e estima-se
que em 2008 serdo diagnosticados 186320 novos casos (NCI, 2008). No Brasil, o cancer
de prostata ¢ a segunda neoplasia mais freqiiente nos homens, ficando atras dos tumores
de pele ndao melanoma. No ano de 2008, sdo esperados cerca de 49.530 novos casos de

cancer de prostata no Brasil (INCA, 2008).



1.3- RELEVANCIA

A andlise multielementar em tecidos de prostata a fim de determinar a correlagdo
entre a concentracao de certos elementos e o cancer prostatico ja foi relatada em outros
estudos (IDE-EKTESSABI et al, 2002; YAMAN et al, 2005; KWIATEK et al, 2005,
2007), porém ainda nao foi possivel determinar se a alteragdo da concentragdo
elementar ¢ uma consequéncia da patologia ou se esses elementos quimicos estdo

associados ao desenvolvimento da neoplasia na prostata.

A XRF ¢ uma técnica analitica multielementar bastante difundida e com aplicagdes
em varias areas da ciéncia e tecnologia. Tem como principio fisico basico a produgao de
raios X caracteristicos emitidos por atomos presentes em uma amostra quando
devidamente excitada. Alguns elementos (cobre e rubidio) presentes nos tecidos
prostaticos estdio em concentragdes muito baixas, da ordem de 1 pg.g’. Estas
concentragdes baixas tornam o uso da XRF impréprio devido ao limite de detecgao.
Portanto, a utilizacio da TXRF devido ao seu limite de deteccdo da ordem de 1 pg.g”
foi utilizada. A TXRF que ¢ uma variante da XRF foi utilizada nesse estudo a fim de
identificar e quantificar a concentracdo multielementar presente no tecido de prostata de
individuos portadores de PCa, de portadores de HPB e de individuos sem estas
patologias prostaticas (grupo normal). Espera-se que os resultados sejam relevantes para
a determina¢@o de um elemento ou um grupo de elementos associado a um bioindicador

para o desenvolvimento de cancer de prostata de seus estagios

1.4 - AMOSTRAGEM UTILIZADA

As amostras de prostata utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratério de
Interagdes Celulares nos Sistemas Endocrino e Reprodutor do Departamento de
Histologia e Embriologia do ICB/CCS/UFRJ. As amostras de prdstata com patologias
foram provenientes de pacientes submetidos a biopsias e as amostras controle

proveniente de individuos que sofreram morte inesperada.

A preparacdo de amostras foi realizada no Laboratorio de Quimica de Apoio aos
Usuarios, instalado no LNLS assim como todas as medidas experimentais deste trabalho

foram realizadas na linha XRF também do LNLS, instalado em Campinas, S.P.



A analise dos resultados foi realizada no Laboratorio de Instrumentagao Nuclear
(LIN) que pertence ao Programa de Engenharia Nuclear do Instituto Alberto Luiz
Coimbra de Pos-Graduagdo e Pesquisa de Engenharia (COPPE) localizado na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

1.5-OBJETIVOS

Este Trabalho teve como objetivo principal analisar a composi¢do quimica
multielementar presente em amostras de tecido prostatico de portadores de cancer de
prostata, de portadores de hiperplasia prostatica benigna (HPB) e de individuos sem as

patologias prostaticas citadas (grupo normal).
Os objetivos especificos sdo:

1. Usar a Técnica de Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Total (TXRF) para
obter quantitativamente e qualitativamente o perfil multielementar em amostras
de tecido de prostata humana de portadores de PCa e HPB e de individuos

normais (grupo controle);

2. Analisar as diferencas entre as concentracdes elementares de amostras com
patologias e as amostras com auséncia das patologias citadas, utilizando testes

estatisticos;
3. Comparar os resultados obtidos neste trabalho e os descritos na literatura.

4. Verificar a possibilidade de usar um elemento ou um grupo de elementos como

bioindicador para a determinacao do cancer de prostata e seus estagios;

1.6 - SEQUENCIA DESTA DISSERTACAO
Este trabalho tera a seguinte seqliéncia:

Capitulo Il - Sera apresentada uma revisdo bibliografica do estado da arte da
técnica de fluorescéncia de raios X aplicada na andlise de tecidos cancerigenos e em

especial em tecidos de prostata.



Capitulo 111 — Apresentag¢do da fundamentagéo tedrica sobre: o céncer, a prostata e
suas patologias, a fluorescéncia de raios X, para o entendimento e desenvolvimento

deste trabalho.

Capitulo IV — Constara da descri¢do de toda a instrumentagdo, preparacdo de
amostras e da metodologia utilizada no levantamento dos perfis multiclementares ¢ na

andlise quantitativa.

Capitulo V — Exposigdo e discussdo dos resultados obtidos: analise de amostras

padrdo e amostras de tecido de prostata, estudo comparativo e testes estatisticos.

Capitulo VI — Serdo apresentadas as conclusdes ¢ sugestdes sobre todo o trabalho.



CAPITULO 1l

REVISAO BIBLIOGRAFICA

E bem estabelecido que varios elementos quimicos desempenham papel essencial
em processos biologicos, portanto exercem agdo direta ou indireta em processos
cancerigenos (KUBALA-KUKUS et al, 2007). A analise multiclementar ¢ uma
ferramenta poderosa em estudos de tecidos bioldgicos, pois pode-se correlacionar as

concentracoes de certos elementos a determinadas doencas.

11.1 - ANALISE MULTIELEMENTAR POR FLUORESCENCIA DE RAIOS X.

A XRF ¢ um método analitico que tem sido muito utilizado, pois se trata de uma
técnica nao destrutiva que possibilita a analise multielementar em uma unica medida e
permite uma avaliacdo qualiquantitativa da composicdo quimica de varios tipos de
amostras biologicas. A analise através da técnica XRF tem sido descrita por muitos
autores na analise de amostras de tecidos biologicos para investigar a influéncia de
elementos tragos no desenvolvimento de neoplasias, principalmente em processos

carcinogénicos (KUBALA — KUKUS et al, 1999, 2007, CHWIE] et al, 2005).

11.1.1 - ANALISE EM TECIDOS BIOLOGICOS

KUBALA — KUKUS et al (1999) estudaram a concentragdo de elementos trago em
tecido de pulmdo de 65 pacientes com cancer e 5 pacientes com tumor benigno
utilizando dois métodos complementares PIXE ¢ TXRF como técnicas analiticas. As
concentragdes de P, S, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Sr, Hg ¢ Pb foram calculadas
e observaram que ha um aumento das concentra¢des de Ti, Cr, ¢ Mn e uma diminui¢ao

de Sr e Pb em tecidos com cancer.



KWIATEK et al. (2001) realizaram varios procedimentos de preparacdo de amostra
para determinar o melhor procedimento para a determinacdo da concentracao elementar
em diferentes tipos de amostras de tecidos bioldgicos. As técnicas utilizadas foram:

SRIXE, EDXRF, TXRF e PIXE.

GERAKI et al. (2001) analisaram amostras de tecido de mama, 10 normais e 14
com cancer utilizando um sistema de XRF. Na comparacdo entre tecidos saudavel e
com patologia utilizando o test —t, encontraram diferenga significante na concentragao

de Zn entre os dois grupos.

GERAKI et al. (2004) analisaram amostras de tecido de mama sadio ¢ com tumor
utilizando as técnicas Fluorescéncia de Raios X e Difragao de Raios X. Os resultados
obtidos com analise por XRF mostraram uma elevacdo nas concentracdes de todos os
elementos nas amostras com tumor. A analise estatistica mostrou diferencas

significantes entre os grupos de amostras nas concentragdes dos elementos K, Fe e Zn.

CARVALHO et al.. (2007) realizaram um estudo bibliografico analisando diversos
tecidos humanos saudaveis e com cancer utilizando quatro variantes da fluorescéncia de
raios X (SRIXE, EDXRF, TXRF e PIXE). Concluiram que alguns elementos podem ser
indicadores de cancer e que as técnicas de fluorescéncia de raios X se mostraram muito

eficazes na analise de tecidos biologicos.

MAJEWSKA et al. (2007). Utilizaram a TXRF para determinar as concentragdes
de Fe, Cu, Zn e Se em amostras de tecidos malignos ¢ benignos de mama, pulmao e
colon. O método de Kaplan—M¢ier foi utilizado para a reconstrucao da distribuig¢ao. Foi
utilizado o teste de log-rank para comparar as amostras malignas e benignas de um
mesmo tecido e para comparar as concentragdes de amostras cancerosas entre os trés
tipos de tecidos. Foi encontrada diferenga estatistica entre tecidos cancerosos e nio
cancerosos de amostras pareadas para os elementos Fe e Se nas amostras de tecido de
mama, Cu e Zn nas amostras de tecidos pulmonares e Zn nas amostras de tecido de
colon. A comparagdo entre tecidos cancerosos de diferentes tecidos mostrou diferenca

estatistica para todos os elementos.



FARQUHARSON et al. (2007) avaliaram os elementos Cl, Ca, K, P, S, Ti, Fe, Cu
e Zn em amostras de tecidos de mama com cancer através de uXRF com Radiagdo
Sincrotron. Através dos resultados obtidos a SR-uXRF provou ser eficaz, pois forneceu

imagens com alta resolu¢do.

KUBALA — KUKUS et al. (2007) utilizaram TXRF para estudar as concentragdes
elementares em tecidos de mama com céancer e com tumor benigno e realizaram um
estudo comparativo. Realizaram também o estimador de Kaplan-Meier para estimar os
valores médios ¢ o numero médio das distribuigdes de concentragdo. O estudo
comparativo mostrou que ha uma elevagdo significativa nas concentracdes de alguns

elementos nas amostras com cancer.

FARQUHARSON et al. (2008). Examinaram amostras de tecidos de mama com
tumor e sem tumor por dois métodos: para determinar a localizagdo dos metais
utilizaram pSRXRF e para determinar o estado de oxidagdo de Cu nas amostras foi
utilizado uXANES. A uSRXRF mostrou correlagdes entre as imagens de referéncia e as
encontradas no estudo. As imagens obtidas mostraram um aumento nas concentragdes
de quase todos elementos, com excecdo do Fe, nas regides de tumor das amostras de
tecido de mama. A técnica XANES determinou a presenga de Cu em dois estados de
oxidagdo Cu' e Cu™. Nas regides de tumor foi encontrada uma maior concentracao de
Cu"? comparada a de Cu™'. A concentragdo de Cu'' foi maior em regides do tecido com

tumor comparada com as normais.

11.1.2 - ANALISE EM TECIDOS DE PROSTATA

ZAICHICK et al. (1997) usaram a técnica de Fluorescéncia de Raios X para
determinar a concentracdo de Zinco em amostras de 50 pacientes com Hiperplasia
Prostatica Benigna (HPB), 59 pacientes com cancer prostatico e 37 prostatasde pessoas
que morreram acidentalmente ou subitamente. Para analise estatistica utilizaram o teste t
de Student e concluiram que a concentragdo de Zn ¢ maior em tecidos com HPB
comparando com o0s normais, ¢ que o tecido com cancer perde a capacidade de

acumular zinco, pois apresenta concentragdo mais baixa do que em tecidos normais.



VARTSKY et al. (2003) utilizaram o método de Fluorescéncia de Raios X para
analisar amostras de prostata de 28 pacientes com diagnoésticos iniciais de HPB (21
pacientes), cancer de prostata (6 pacientes) e cancer de Bexiga (1 paciente). Os
resultados obtidos mostraram que existe uma diferenca significativa entre as
concentragdes de zinco em HPB e em cancer. Porém, em 41% dos casos houve um
diagnostico falso positivo indicando que o Zn ndo pode ser usado como um unico

indicador de patologias da prostata.

ZAICHICK et al. (2004) analisaram amostras de tecido de prostata de individuos
com idades entre 5 dias e 87 anos e amostras de fluido prostatico de 22 voluntarios com
idades entre 18 e 75 anos foram analisadas através das técnicas de INAA e EDXRF para
a determinacdo da concentracdo de Zn. A concentracdo de Zn nas amostras de tecidos
prostaticos aumentou com o aumento da idade até 55 anos e em seguida uma
progressiva diminui¢do nos idosos, o que ndao ocorreu nas concentragdes encontradas

nas amostras de fluido prostatico.

KWIATEK et al. (2004) investigaram a concentragdo elementar em amostras de
tecido de prostata de pacientes com cancer de prostata e com cancer de bexiga através
da técnica SRIXE ¢ determinaram o estado de oxidacdo do Ferro utilizando a técnica
XANES. Eles concluiram que a utilizagdo de radiagao Sincrotron foi capaz de analisar
concentragdes de elementos de baixo nimero atomico e que as duas técnicas utilizadas

sdo complementares.

KWIATEK et al. (2005) analisaram amostras de prostata de pacientes com cancer ¢
HPB utilizando a técnica SRIXE. Os espectros foram analisados utilizando o programa
AXIL e os elementos detectados foram: Cl, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu e Zn.
Concluiram que os elementos como Mn, Fe, Co, Ni, apresentam elevadas concentragoes
nos tecidos com cancer. Também concluiram que os elementos Cu e Zn podem indicar
o avango do Cancer de prostata pois ha uma redug@o na concentragao destes elementos

em amostras com cancer.

SHILSTEIN et al. (2006) estudaram a concentragdo de Zn utilizando a técnica XRF
em amostras in Vvitro de pacientes com céancer de prostata e HPB e desenvolveram um
sistema de XRF para a determinagdo de zinco em amostras in vivo utilizando doses de

0,13-0,5 mGy. Os resultados da analise in vitro mostraram que a diminuigcdo da



concentragdo de zinco esta relacionada ao cancer prostatico, mostrando que o poder

diagnostico do zinco nas patologias de prostata ¢ maior que em PSA.

KWIATEK et al. (2007) analisaram por micro fluorescéncia com radiagdo
sincrotron, amostras de prostata com HPB e normal. A técnica XANES foi utilizada
para determinar o estado de oxidacdo do Fe e K nas amostras de prostata. Foi
determinada a concentragdo dos elementos S, Mn, Cu, Fe e Zn. Comparando as
amostras de prostata com HPB com as normais houve um aumento para as

concentragdes de Mn, Cu, Fe e Zn e uma reducao de enxofre.



CAPITULO 111

FUNDAMENTOS TEORICOS

111.1 - CANCER

O cancer ¢ definido como um tumor maligno, mas ndo ¢ uma doenga Unica e sim
um conjunto de mais de 200 patologias. Uma célula normal pode sofrer alteracdes no
DNA. E o que se chama de mutagdo genética. As células cujo material genético foi
alterado passam a receber instru¢des erradas para as suas atividades. As alteragdes
podem ocorrer em genes especiais, denominados protooncogenes, que a principio sao
inativos em células normais. Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em
oncogenes, transformando as células normais em células malignas, dando inicio ao

cancer (ABRALE, 2008).

As mutagdes vao se acumulando no genoma da célula, determinando novas
alteragdes em seu comportamento (ABCANCER, 2008). As células malignas
geralmente tém capacidade para formar novos vasos sanguineos que as nutrirdo e
manterao as atividades de crescimento descontroladas. O acimulo dessas células forma
os tumores malignos. Estes invadem inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar
ao interior de um vaso sangiiineo ou linfatico e, por meio desses, disseminar-se,

chegando a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metéstases.

As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas func¢des do
que as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao substituindo
as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas fungdes (ABRALE, 2008). O
APENDICE A apresenta informagdes sobre a formagdo de um tumor, a formagao de um
tumor maligno, dados sobre as categorias, a organizagdo, as causas ¢ dados estatisticos

sobre o cancer nos EUA e no Brasil.
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111.2 - APROSTATA

A prostata ¢ a maior glandula acessoria do sistema reprodutor masculino. Ela
produz parte do fluido seminal. Durante a ejaculagdo, o fluido seminal, como parte do
sémen, ajuda no transporte do esperma. A prostata ¢ um o6rgdo sélido, com massa em
torno de 20 gramas, se encontra ao redor da uretra masculina, entre a bexiga e o
diafragma vesical. Uma camada fina de tecido conjuntivo envolve a prostata. A
glandula prostatica se liga a sinfise ptbica pelo ligamento puboprostatico e ¢ separada
do reto, posteriormente, pelo septo retrovesical (ou fascia de Denovillier) o qual se une,
acima pelo peritonio e abaixo, pelo diafragma urogenital. Na extensao pdstero-superior
da prostata localizam-se as vesiculas seminais e os vasos deferentes, enquanto que na
face anterior, encontram-se o complexo venoso dorsal. Delineadas pelos musculos
levantadores do anus estdo as margens laterais da glandula, formando o sulco lateral
prostatico. (MCNEAL,1972, 1998; SALVAJOLI et al., 1999; NICKEL 1999). A Figura
3. 1. ilustra a prostata e outros 6rgdos e uma se¢do da prostata, uretra, reto e bexiga

(NCI).

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

MCNEAL, 1990).

A prostata foi dividida por MCNEAL (1988) em quatro areas morfologicas,
denominadas zonas, sdo elas: zona periférica (70% da glandula), zona de transi¢do
(2%), zona central (20%), e zona fibromuscular anterior (8 a 30%). A figura 3.2 mostra
a ilustragdo anatomica da prostata dividida em zonas e a disposicdo das doengas da

prostata por zona.
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Figura 3.1. Ilustra¢do da prostata e de outros orgaos

e da secdo da prostata, uretra, reto e bexiga (NCI).

A principal fungdo da prostata ¢ a producao do liquido prostatico, este fluido, como
parte do sémen, facilita o transporte, ajuda nutrir e proteger o espermatozoide (que ¢
produzido nos testiculos) durante a ejaculagdo. E levemente acido (pH 6.5) ¢ contém
varios substancias bioldgicas importantes como: frutose, acido citrico, espermina,
prostaglandinas, zinco, proteinas e enzimas especificas, como as imunoglobulinas,
proteases, estearases ¢ fosfatases (FAIR ¢ CORDONNIER, 1978; WEIDNER et al.,
1991; ZAICHICK et al,1996; WALSH et al., 2002). Entre elas o PSA que provou ser de
grande importancia para o diagnostico PCa. O PSA ¢ uma glicoproteina, que atua como

uma protease serina, contém 7% de carboidratos e ¢ achado quase que exclusivamente
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nas células epiteliais prostaticas. Seu papel principal ¢ manter o sémen liquido (NEAL

etal., 1992; NICKEL 1999, WATT et al., 1986).

Zonas da prostata

a - zona central
b - zona fibromuscular *
¢ - zona de transigdo

d - zona periférica

e - regido das gldndulas periuretrais

N,

Zonas da préstata

Periférica | Transigdo Central

Atrofia focal

Inflamagdo aguda

inflamagdo crénica

Hiperplasia prostdtica benigna
PIN de alto-grau

Carcinoma
. Alta prevaléncia Baixa prevaléncia
O Média prevaléncia Nenhuma

Figura 3.2. Ilustracdo anatomica da prostata dividida em zonas e disposigdo das

doencas da prostata por zona. (GLAESSGEN, 2008).

O tamanho e fungdo da prostata sdo regulados por hormoénios. Um dos principais
hormdnios ¢ a testosterona (T), que deve ser convertida no interior da prostata no
androgénio ativo di-hidrotestosterona (DHT). Estes sdo de grande importancia no
crescimento e funcionamento da glandula prostatica. Dentro das células glandulares a

DHT se liga a proteina AR (andrégeno receptor), a DHT possui maior afinidade para
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AR que a testosterona. A AR-DHT dentro de sucessdes de DNA especificas, conhecido
como elementos de resposta de androgeno leva a ativagdo das fungdes da célula, como
crescimento e proliferagdo (CARLSON e KATZENELLENBOGEN, 1990;
DESLYPERE et al., 1992; RUSSEL ¢ WILSON 1994).

A prostata ¢ sede de varias patologias. Entre elas, destacam-se os processos
inflamatorios, infecciosos ou ndo, denominados de prostatites, o aumento benigno da
zona de transicdo da glandula, chamado de hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o

cancer de prostata (PCa) (TORRES et al., 2003).

111.2.1 - PROSTATITE

A prostatite ocorre devido a varios fatores: migracdo de bactérias através da uretra
em direcdo a proéstata, deficiéncias da atividade antibacteriana da secre¢do prostatica (a
falta de zinco na secrecdo ¢ freqiientemente apontada), falta de anticorpos locais e
sistémicos. Cada paciente pode apresentar preponderancia de um ou de mais fatores. A
bactéria mais comum encontrada em prostatites infecciosas ¢ a Escherichia coli (80%) a
qual também ¢ a mais encontrada em infec¢des do aparelho urinario. Microorganismos
causadores de doengas sexualmente transmissiveis também sdao responsaveis por
prostatites, principalmente, prostatite aguda. E o caso da Chlamydia trachomatis (URO

PATOLOGIAS, 2008).

Existem outros tipos de prostatite, porém mais raros € ndo vinculadas com
bactérias, como as prostatites ndo bacterianas (virais, fungicas, granulomatosas). A
prostatodinia seria uma situacdo na qual os sintomas se assemelham a prostatite.
Entretanto, nenhum agente infeccioso ¢ encontrado, ficando entre suas causas desde
espasmos da musculatura perineal até estresse emocional. A prostatite pode ser

classificada em quatro categorias:
e (Categoria I - Prostatite bacteriana aguda,

e (ategoria II - Prostatite bacteriana cronica,
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e (Categoria III - Prostatite cronica / sindrome dolorosa pélvica cronica,
III. a - Inflamatoéria (antiga prostatite cronica bacteriana),
III. b - Nao-inflamatdria (antiga prostatodinia).

e (ategoria IV - Prostatite inflamatdria assintomatica.

Apesar do seu nome, a prostatite infecciosa, tanto aguda como cronica, ndo ¢ uma
doenga contagiosa, ndo podendo ser considerada uma DST (doenca sexualmente

transmissivel) (URO PATOLOGIAS, 2008).

E critica a distingdo entre pacientes com queixas do trato urinario baixo associadas
a bacteritria (cerca de 10% dos casos) daqueles que ndo apresentam bacteritria (90%
restantes). A maioria dos pacientes pode ser enquadrada numa das categorias seguintes:
prostatite bacteriana aguda, prostatite bacteriana cronica, prostatite abacteriana e

prostatodinia (BENDHACK e DAMIAOQ, 1999).

111.2.2 - HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (HPB)

A hiperplasia benigna da prostata ¢ a doenga uroldgica de maior prevaléncia em
homens com idade superior a 50 anos (Guia Pratico de Urologia). Resultados advindos
de necropsias demonstram que a prevaléncia da HPB, com base no diagndstico
histologico, aumenta progressivamente com a idade. A HPB ja estd presente em
individuos a partir dos 30-40 anos, sendo que na quinta década ¢ demonstravel em cerca
de 25% dos homens e atinge cifras de 90% na nona década de vida (BERRY et al.,
1984).

A HPB caracteriza-se por um crescimento tumoral que resulta na hiperplasia do
estroma e do tecido glandular (BILLIS, 1997). E causada pela obstrugdo infravesical
provocada pelo aumento do tecido prostitico periuretral correspondente a zona de
transicdo. Ocorre devido um aumento na proliferacdo (hiperplasia), e ndo um
crescimento celular propriamente dito (hipertrofia), tanto no componente estromal
(muscular liso e conjuntivo) quanto no epitélio da zona de transicdo (OLIVEIRA,
2005). Alguns mecanismos interativos como a testosterona, a diidrotestosterona (DHT)

e alguns fatores de crescimento sdo provavelmente responsaveis pelo desenvolvimento
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da HPB (WALSH, 1992; SROUGI e CURY, 1998; WALSH ¢ WORTHINGTON,
1998).

Os sinais e sintomas decorrentes da HPB t€ém sido classificados para efeitos
didaticos em obstrutivos (comprometimento do volume e da for¢a do jato urinario,
interrupcao do fluxo, gotejamento terminal e hesitagdo) e irritativos (nocturia,
freqliéncia diurna, urgéncia, distria). Atribuem-se os sintomas urindrios obstrutivos a
obstru¢cdo mecanica ao fluxo urindrio decorrente do aumento da glandula, enquanto os
sintomas urinarios irritativos vém sendo correlacionados com a obstru¢do funcional
decorrente do aumento do tonus das fibras musculares presentes na prostata,
especialmente em sua capsula (BENDHACK e DAMIAO, 1999). Além dos sintomas
obstrutivos e irritativos ha também sangue na urina e no s€men; forte dor nas costas, na
pelve, nos quadris ou nas coxas; eregdes menos firmes ou impoténcia, como também
diminuicdo da quantidade de fluido seminal ejaculado (WALSH, 1992; SROUGI e
CURY, 1998; WALSH ¢ WORTHINGON, 1998). Embora a evidéncia clinica da
doenga seja menos comum, os sintomas de obstrucdo também estdo relacionados a
idade. Aos 55 anos de idade, em torno de 25% dos homens terdo sintomas miccionais
obstrutivos, e aos 75 anos, 50% dos homens relatam diminui¢ao da forga e calibre do
jato urinario. Aproximadamente 50% dos homens com menos de 60 anos que sdo
submetidos a cirurgia para HPB podem ter uma forma hereditdria da doenca. Esta forma
parece ser uma heranga autossomica dominante ¢ os parentes em primeiro grau destes

pacientes possuem um risco 4 vezes maior (BARRY, 1984 1990; SANDA et al., 1994).

111.2.3 - CANCER DE PROSTATA (PCa)

O cancer de prostata € a neoplasia mais freqiientemente diagnosticada desde 1984 ¢
a segunda principal causa de morte masculina. Representa o sexto tipo de cancer mais
comum em todo o mundo, sendo o mais prevalente em homens, correspondendo cerca
de 10% do total de casos de cancer (SALIDO et al., 2001; JEMAL et al., 2004; INCA,
2008). Aproximadamente 680.000 novos casos sdo diagnosticados por ano no mundo
(PARKIN et al., 2005). Nos EUA, 186.320 novos casos sdo previstos para 2008, com
28.660 obitos relacionados, sendo a segunda neoplasia em causa de morte no sexo
masculino (NCI). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer previu 49.530 novos casos

para 2008, este numero corresponde um risco estimado de 52 novos casos a cada 100
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mil homens, ficando atras apenas do tumor de pele ndo melanona, o mais freqiiente em

todas as regides do Pais (INCA, 2008).

As taxas de incidéncia desse tipo de cancer sdo cerca de seis vezes maiores nos
paises desenvolvidos, se comparadas as dos paises em desenvolvimento. As taxas de
mortalidade sdo 2,5 maiores nos paises desenvolvidos, se comparadas as dos paises em
desenvolvimento de certas regides do mundo, tendo uma razao mortalidade / incidéncia

variando de 0,13 na América do Norte a 0,80 na Africa (NCI, INCA).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento dessa neoplasia, o principal ¢ a
idade, pois o PCa ¢ raro em homens com idade inferior a 45 anos e a partir desta idade a
incidéncia sobe exponencialmente. Nos Estados Unidos, a maioria dos homens com
cancer de prostata tem idade em torno de 65 anos. A heranga genética ¢ um fator de
risco, pois a probabilidade aumenta em homens que possuem parentesco com pessoas
que apresentam / apresentaram a doenca. A raga também ¢é outro fator de risco, pois o
cancer de prostata ¢ mais comum em homens negros do que em homens brancos e ¢
menos comum em amarelos. O risco de desenvolver a doenga ao longo de toda a vida ¢
de 17,6% para homens brancos e de 20,6% para homens negros (NCI). Outros fatores
sdo processos inflamatorios infecciosos como prostatite, sifilis, papilomavirus e herpes
(DE MARZO et al., 1999), e ainda fatores hormonais, dicta e fatores ambientais
(MCCULLOUGH,1988; SHAND e GELMANN, 2006).

Hé uma grande quantidade de estudos novos no campo de fatores de prognostico
em PCa. Atualmente, ndo existe um marcador que seja capaz de predizer a terapia
especifica para o PCa. Varios sistemas de classificagdo sdo disponiveis, possuindo

variavel aceitacao (BILLIS. 2008; BACCHI et al., 1995; DIiAZ et al., 2000):

e Sistema da Clinica Mayo: proposto por Utz e Farrow em 1969, que utilizando
sete caracteristicas patologicas (estrutura acinar, estrutura celular individualmente,
caracteristicas nucleares individuais, presenca de nucléolo, caracteristicas
citoplasmaticas, atividade mitotica e grau de invasdo) classifica o cancer em quatro

graus. Foi pouco adotado (UTZ e FARROW, 1969).

e Sistema Mostofi: proposto por Mostofi em 1975. Constitui-se num sistema de

graduacdo baseado na anaplasia nuclear ¢ no grau de diferenciacao glandular,
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classificando-os em trés graus. Ele ndo considera o arranjo cribriforme como de grau

especial, sendo a classificagdo final baseada no grau predominante (MOSTOFI, 1975).

e Sistema da Organizagdo Mundial de Satde baseia-se no sistema de Mostofi,
considerando a anaplasia e a diferenciacdo glandular. O grau final vem da soma do
valor da anaplasia (de 1 a 3) e da diferenciagdo nuclear (de 1 a 5), portanto vai de 2 a 8

(MOSTOFI et al., 1980).

e Sistema de Gaeta: proposto por Gaeta e Gardner em 1979 que criaram um
sistema baseado em caracteristicas arquiteturais e citologicas, sendo agrupado em

quatro graus (MURPHY et al., 1980).

e Sistema de Bocking: proposto em 1982. Baseia-se na anaplasia nuclear e na
diferenciagdo glandular, indo de 2 a 7. A pontuacdo deve ser realizada segundo as areas

mais indiferenciadas da neoplasia (BOCKING et al., 1982).

e Sistema de Gleason: ¢ atualmente, a classificacdo mais aceita (GLEASON
1966; EPSTEIN et al., 2005; LOPEZ et al., 2006). Em 1966, Donald F. Gleason
publicou sua classificagdo que diferia das anteriores por se basear nas caracteristicas
arquitetonicas da neoplasia e nao na morfologia celular (GLEASON 1966; MCLEAN et
al.,1997). O sistema baseia-se em padrdes histologicos da neoplasia conforme a
diferenciagdo glandular (formacdo ou ndo de acinos) e a presenca ou ndo de fusdo de
acinos neoplasicos (Figura 3.3). Dessa forma Gleason definiu 5 padrdes histologicos
basicos distintos, onde o denominado 1 contém glandulas com melhor diferenciagdo e o
5 neoplasia indiferenciada. A classificacdo final ¢ obtida através da soma dos dois
padrdes mais freqiientes (predominante e secundario) e vai de 2 a 10, sendo chamada de
escore de Gleason. Quando a neoplasia apresenta padrio Uinico soma-se novamente o
valor do mesmo padrdo. Eventualmente pode aparecer um terceiro padrao histolégico
que deve ser citado quando for mais alto que os dois predominantes (PAN et al., 2000;
STAMEY et al., 1999). Neoplasias com escore baixo sdo ditas bem diferenciadas e tém
longa sobrevida. J4 naquelas com escore alto, indiferenciadas, apresentam maior

recorréncia ¢ mortalidade (LEITE et al., 2005; RIOUX et al., 2002).
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Figura 3.3. Sistema de gradagao histologico de Gleason (GLEASON 1977).

Varios estudos t€ém demonstrado correlagdo entre o escore de Gleason ¢ o
prognostico. A presenca de padrio de Gleason 4 ou 5 € praticamente preditivo de pior
evolu¢do (MELLINGER, 1977, SOGANI et al., 1985, EPSTEIN et al., 1994,
FERGUSON et al., 1995). O escore de Gleason ¢ um parametro de referéncia para
todos os antigos e novos indicadores de progndstico em cancer de prostata (EPSTEIN,

1993, 1994).

111.3 - A FLUORESCENCIA DE RAIOS X (XRF)

A analise por fluorescéncia de raios X ¢ um método qualiquantitativo baseado na
medida de comprimentos de ondas ou nas energias e nas intensidades (nimero de raios
X detectados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos emitidos pelos

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

Quando a amostra ¢ excitada, o campo eletromagnético da radiagdo interage com os

elétrons dos atomos do material no qual ele incide. Um foton pode ser absorvido ou
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espalhado por um atomo devido a diversos processos, entre eles, o efeito Compton, o
efeito fotoelétrico e a geracdo de pares elétron-positron. Cada um desses processos
possui uma probabilidade de ocorrer que depende do elemento absorvedor e da energia
do foéton incidente. A excitagdo pode ser feita de vérias maneiras: excitagdo por
particulas aceleradas como elétrons, protons ou ions, particulas alfa, particulas beta ou
raios gama emitidos por radionuclideos, além do processo mais utilizado, que € através

de raios X gerados em tubos.

Uma vez que ocorre a absor¢ao do foton por niveis internos, o atomo fica em um
estado excitado e tendem a ejetar os elétrons do interior dos niveis dos atomos, € como
conseqiiéncia realizam um salto quantico para preencher a vacincia. H4 dois processos
de decaimento que seguem a criagdo da vacancia: a emissdo de fotons fluorescentes

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

figura 3.4 (MANICA, 2006).

O efeito Auger ¢ mais comum em elementos com baixo numero atémico (Z<20)
porque os elétrons estdo mais fracamente ligados e os fotons caracteristicos sdo mais
facilmente absorvidos. Uma das conseqiiéncias do efeito Auger ¢ que as linhas
espectrais de uma dada série ndo sdo tdo intensas como previsto pelo numero de
vacancias criadas no orbital associado. A emissdo de fotons de fluorescéncia e elétrons
Auger sdo processos de decaimento concorrentes € a predomindncia de um ou outro
depende basicamente do numero atdmico do elemento analisado na amostra. A emissao
de elétrons Auger ¢ a principal limitacdo na sensibilidade de experimentos com

elementos com baixo nimero atdmico (OLIVEIRA, 2000).

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

eletronica ou também de corte de absor¢ao E.
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Figura 3.4. Diagrama esquematico mostrando os processos de absorgao e de

decaimento para o Oxigénio ((MANICA, 2006).

As energias de ligacdo sdo chamadas de energia critica de excitagdo. Elas
representam a energia minima que deve ser igualada ou excedida para ejetar elétrons de
um atomo, deixando assim, o dtomo instdvel ou ionizado necessdrio para iniciar o

processo de emissdo dos raios X caracteristico.

Quando amostras sdo irradiadas com feixe de fotons de energia E,, e esta excede a
energia critica de excitagdo dos elétrons em um dado atomo, alguns elétrons sdo
ejetados do atomo, determinando que o 4atomo esteja em um estado excitado ou

1onizado.
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O atomo estando em estado ionizado torna-se instavel e quase instantaneamente
ocorre um processo de transicdo eletronica a fim de preencher as vacancias deixadas
pelos elétrons ejetados. Se um elétron de um nivel K € ejetado, a vacancia pode ser
preenchida por elétrons dos niveis L, M, N. Entdo, cada transicdo eletronica constitui
uma perda de energia para o elétron, resultando na emissao de um foton de raios X, com
energia igual a diferenca entre os dois niveis de energia envolvidos e bem definidos para

cada elemento.

Os raios X emitidos por um elemento sdo reunidos sob a denominagido K, e Kg,
devido as transi¢cdes L — K e M — K, respectivamente, ¢ os raios X devido a transi¢ao

M — L sdo denominados de L, e Lg, etc.

A energia de ligagdo eletronica pode ser calculada de modo aproximado, aplicando-
se a teoria atdomica de Bohr para o 4tomo de hidrogénio e dtomos de hidrogénoides, e

posteriormente, fazendo-se algumas consideracdes sobre a experiéncia de Moseley.

Desse modo a equagdo 3.1 permite o calculo aproximado dessa energia para os

elétrons das camadas K e L dos atomos de um elemento:

E=1365z-b ) iz—iz (3.1)
n; n

onde:

E = energia dos raios X (eV);

nj, nf = nimero quantico principal do nivel inicial e final do salto quantico;
Z = nuimero atdmico do elemento emissor dos raios X;

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

camada K e L, respectivamente.

Pode ser observado nesta equacdo 3.1 que a energia de ligacdo para uma dada
camada ¢ diretamente proporcional ao quadrado do numero atémico Z do elemento
excitado. Assim, para "retirar" elétrons do nivel K dos elementos Al, Fe ¢ Te, de
nimeros atdomicos 13, 26 e 52, respectivamente, sdo necessarios 1,560, 7,114 e 31,814

keV para o nivel K ¢ 0,074, 0,723 ¢ 4,612 keV para o nivel L.
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A fragdo da radiacdo incidente que leva a emissdo de uma determinada linha de
raios X caracteristico ¢ determinada por uma probabilidade de excitagdo que ¢ produto

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

pEi =p nivel -p linha -p fluorescéncia (32)

onde:

Puivel € a probabilidade que a radiagdo incidente retire elétrons de um dado nivel

quantico. Pode ser o nivel K, L, M, N, O, ..., etc;

Plinha € a probabilidade que uma determinada linha seja emitida dentro de sua série.
Para um elétron retirado do nivel K pode-se ter as seguintes transi¢des do nivel L : K-L,

e K-Ls;

Piuorescencia € @ probabilidade de ocorrer emissdo de fluorescéncia de raios X ao

invés de elétron Auger, a partir de uma transicao realizada entre dois estados quanticos.

O atomo fica excitado quando libera um elétron orbital. Os elétrons de niveis mais
energéticos vao preenchendo as vacancias produzidas. A energia na transi¢ao ¢ liberada

de duas formas:
1) como um féton na forma de fluorescéncia de raios X;
2)  como um elétron na forma de elétron Auger.

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

Assim, o pode ser representado como:

o="1s (3.3)
n

n, =ng +np (3.4)
onde:

ng € o nimero de foétons produzidos como fluorescéncia de raios X;
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n, ¢ o nimero de fotons que sdo produzidos devido as vacdncia nos niveis e sub-

niveis atomicos;

na ¢ o nimero de féton que sdo reabsorvidos dentro do atomo, produzindo elétrons

Auger.

O rendimento de fluorescéncia para linha K ¢ dado pelo niumero de fétons ng
emitidos como fluorescéncia de raios X, para todas as linhas K, dividido pelo niimero de

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

Ny, +0gp, F0gy +o0 D ong
- - (3.5)

(O
K N
K K

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

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

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

dado nivel.

111.3.1 - FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL (TXRF)

Quando ocorre a passagem de um feixe de radiacdo monoenergético de um meio (ar
ou vacuo) e atinge uma superficie plana de um dado material, pode ocorrer a refragao,
adentrando pelo material, ou a reflexao, sendo refletido pela sua superficie, em angulo
de emergéncia igual ao de incidéncia. A ocorréncia de um ou outro processo dependera
da energia da radiacdo incidente, da densidade eletronica do material e do angulo de
incidéncia da radia¢io (AIGINGER e WOBRAUSCHEK, 1974, KLOCKENKAMPER et
al., 1992).

No processo de reflexdo total o angulo de refracdo tende a zero e o feixe de
radiagdo refratado tangencia a interface entre os meios 1 e 2. Conseqiientemente, hd um
angulo de incidéncia minimo, chamado de angulo critico (@) a partir do qual a
refracdo ndo ocorre e toda radiacdo incidente sofre reflexdo total. (COSTA, 2003). A
equacdo 3.6 mostra o calculo para determinar o angulo critico (AIGINGER e

WOBRAUSCHEK, 1974, KLOCKENKAMPER et al., 1992).
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e.h / n
o = e 3.6
crit E 2.72_.m ( )

Onde:

®i; = angulo critico, em radianos;

e = carga elétrica do elétron = 4,810 yes;

h = constante de Planck = 6,625. 10 erg.s;

E = energia da radiagdo (erg);

n. = densidade eletronica do material (elétrons. cm™);
m = massa do elétron =9,11. 1028 gramas;

A densidade eletronica do material ne ¢ dada pela equacao 3.7:

n,=—— (3.7)

onde:

No = niimero de Avogrado = 6,023. 10> at/atg;

p = densidade do material (g.cm™);

Z = numero de elétrons em um atomo ou molécula do material;
A = atomograma ou molécula-grama do material (g.mol™).

Substituindo-se os valores constantes, e utilizando-se a energia da radia¢do em

unidades de keV (1 keV = 1,6. 10712 erg), pode-se calcular o dngulo critico @it em

99,1 / p.L
d . = = 3.8
crit E A ( )

Desse modo, se o raio X Ko do Cu de 8,04 keV incidir sobre o quartzo (30 elétrons,

minutos pela equagao 3.8:

A =60,0843 ge p=2,5 g.cm™), o 4ngulo critico gcrit serd de 13,8 minutos. Para este
mesmo material, o dngulo critico para os raios X Mo-ka de 17,44 keV serd de 6,4

minutos (Figura 3.5).
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O fenomeno de reflexdo total de raios X somente ocorre se o angulo de incidéncia
do feixe incidente (a1) for menor do que o angulo critico. Para a maioria dos refletores
utilizados em TXRF este valor ¢ menor do que 0,1°. Dois parAmetros sdo importantes
quando ocorre a reflexdo total: O coeficiente de reflexdo total (R), que ¢
aproximadamente 100% para angulos de incidéncia menores do que o angulo critico e
poder de penetragdo (Z,), que para angulos menores do que o angulo critico ¢ da ordem
de 10 m. Tanto o coeficiente de reflexdo (R) como o poder de penetragio (Zp), podem

ser calculados a partir da Teoria Classica do Eletromagnetismo.

Cu

13,8mim
Mo |

Figura 3.5. Representagdo esquematica do angulo critico (em minutos) para os

Raios X do Mo e Cu, incidindo sobre quartzo (OLIVEIRA, 2004).

A técnica de TXRF (Figura 3.6) ¢ um caso particular da Fluorescéncia de Raios X
por Dispersao em Energia (EDXRF) que utiliza os efeitos da reflexdo total de raios X
numa superficie lisa e polida de um material refletor. Se um feixe colimado de radiacdo
eletromagnética incide sobre uma superficie polida de um material num angulo menor
que o angulo critico, a maior parte do feixe ¢ refletida totalmente e somente uma
pequena parte do feixe sofre refragdo no material. Usando este fendmeno para a
excitacdo das amostras, depositadas num material refletor, ¢ possivel obter algumas

vantagens em relagdo a EDXRF (convencional).
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As vantagens da técnica de TXRF:
e redugdo do background,;

e dupla excitacdo da amostra por ambos os feixes primario e refletido;

e pequena distancia amostra-detector (£ 1 mm) — angulo solido grande;

e pequenos volumes da amostra;

¢ limites de deteccdo em nivel de pg.

TXRF

5 mm

Amostra

SUPORTE T

Figura 3.6. Geometria de excitagdo/deteccdo da TXRF, com as linhas pretas
representando os raios X incidentes e espalhados, e as coloridas os caracteristicos,

(NASCIMENTO FILHO, 1999).

111.3.1.2 - ANALISE QUANTITATIVA POR TXRF

Uma caracteristica importante da técnica de TXRF ¢é a pequena quantidade da

amostra que ¢ utilizada para analise (4 L). Por este motivo, a amostra pode ser

considerada um filme fino e os efeitos de absor¢ao podem ser desprezados (COSTA,

2003).

Devido a diminuta espessura da amostra e alta energia dos raios X normalmente

utilizados na excitagdo (raios X Mo-K, de 17 keV), ndo had ocorréncia do efeito de
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absorcao e refor¢co na TXRF, e, conseqiientemente, ndo ¢ necessaria a corre¢do para o

efeito matriz.

Neste caso, a equacdo basica 3.9 para analise quantitativa é a relagdo entre a
intensidade fluorescente da linha caracteristica K, ou L, e a concentracdo de um

elemento de interesse na amostra:
|i = K.IO.Si.Ci.[1+ R(a)]‘Tar (3.9

onde:

Ii = intensidade liquida dos raios X (cps) da linha caracteristica K ou L do elemento

1 de interesse;
K = constante que depende apenas de fatores geométricos;
Ip = intensidade da radia¢ao incidente;
Si = sensibilidade elementar do sistema (cps.ug.L™), para o elemento i de interesse;
Ci = concentragio do elemento i (ppm ou pg.mL™), na solugdo pipetada no suporte;

R (a)) = coeficiente de reflexdo do material utilizado como refletor para a energia da

radiagdo incidente e a o angulo de incidéncia da radiacao;

T, = absor¢do da radiagdo no ar para o feixe incidente e o feixe de radiagdo

fluorescente.

Devido a auséncia do efeito matriz, pode-se determinar a sensibilidade elementar de
modo simultdneo para varios elementos, utilizando-se uma solugdo padrao
multielementar, contendo esses elementos em baixa concentragdo (na faixa de ppm) e
emissores de raios X de energias ndo muito proximas, evitando a ocorréncia de

sobreposi¢ao de picos.

Além disso, na TXRF ¢ possivel adicionar um padrdo interno a amostra e neste

caso tem-se a vantagem de corrigir as instabilidades do sistema e erros operacionais.

Entdo com base nas sensibilidades elementares dos elementos contidos na solucao

padrao multilelementar, pode-se estimar a sensibilidade para um elemento detectado na
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amostra e, conseqiientemente, estimar a sua concentracdo, mesmo que o padrdo ndo

contenha este elemento.

Utilizando a equacdo 3.9 podemos fazer a razdo entra a intensidade do elemento i e

o padrao interno Y.

I, K1,S,C.[1+R(@)]T,

y

Fazendo:

Temos:

Onde:

R; = intensidade relativa;

1, Kl,S,C,.[1+R@)]T,

I_iC = C.
ly

(3.10)

R =S,.C, (3.11)

I; = intensidade de elemento 1 na amostra;

C;= concentrac¢do do elemento i na amostra;

I, = intensidade do padrdo interno (Y) na amostra;

C, = concentracdo do padrdo interno (Y) na amostra;

Si = sensibilidade do detector para o elemento i;

Sy = sensibilidade do detector para o padrdo interno Y;

Sri = sensibilidade relativa para o elemento 1.

O coeficiente angular (Sg;) da reta, no grafico Ri x Ci, representa a sensibilidade

relativa do elemento 1.
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Com isto, pode-se calcular a concentracdo do elemento de interesse, utilizando-se a

equacao 3.12:

C, ::—i.SL.Cy (3.12)
y Ri
A fun¢do do padrdo interno ¢ eliminar o efeito de geometria, porque o filme fino
formado sobre o suporte ndo possui geometria regular. Desta forma, a contagem obtida
na irradiacdo da amostra depende da posi¢ao em que esta for colocada no suporte. Com
a adi¢@o do padrdo interno, o resultado obtido serd sempre em relacdo a este padrdo, ndo

importando a posi¢ao da amostra.

Cabe ressaltar que existe uma alta correlacio matemadtica entre sensibilidade
elementar € o nimero atdomico dos elementos. Assim, com base nas sensibilidades
elementares dos elementos contidos na solu¢do padrdo multielementar, pode-se estimar
a sensibilidade para um elemento detectado na amostra ndo contido na solug¢ao padrao e

conseqiientemente estimar a sua concentracao na amostra de interesse.

De maneira andloga, as mesmas equacdes podem ser utilizadas para a linha Kg e
outras, como L e M, onde logicamente as sensibilidades elementares terdo outros

valores.

111.3.2 - LIMITE DE DETECCAO

O limite minimo detectavel representa a menor quantidade (concentracdo, massa,
volume, etc.) que pode ser discriminada estatisticamente em relagdo ao “background”
de uma medida. Para o calculo do limite minimo detectavel (LMD) para TXRF, com
radiagdo sincrotron, foi ajustada a drea abaixo do pico de cada elemento de interesse no
espectro dos raios X caracteristicos, obtendo-se as intensidades do background. Os
ajustes foram realizados para amostras certificadas de figado bovino utilizando-se a

seguinte equagdo (STRELI, et al., 2008):
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o
LMD =3/N, Fl (3.13)

onde:
N5 = intensidade do "blackground" dos raios X do elemento i na amostra.
Ci = concentracao do elemento i na amostra.

N;: intensidade dos raios X do elemento i na amostra.

Os limites de detecgdo para a técnica de TXRF sdo bem menores do que para outras
técnicas de fluorescéncia, devido principalmente a trés fatores: (1) baixa intensidade do
continuum, devido a reduzida transferéncia de energia ao suporte da amostra em relagdo
a XRF, (2) o fluxo da radiagdo primaria disponivel para a excitacdo da amostra, devido
ao feixe refletido, ¢ muito mais efetivo do que na XRF ¢ (3) a distdncia amostra -
detector ¢ muito menor que na ED-XRF, aumentando, assim a eficiéncia de detec¢do

dos raios X caracteristicos.

111.3. 3. RADIACAO SINCROTRON

A radiacdo sincrotron ¢ a radiagdo eletromagnética emitida quando particulas
carregadas com velocidade relativistica sdo submetidas a aceleragdo radial. A base
tedrica para a producao de radiacdo sincrotron esta relacionada a descobertas do elétron
por Thomson. Em 1897, Larmor derivou uma expressao da eletrodinamica classica para
a poténcia total instantdnea irradiada por uma particula acelerada carregada. No ano
seguinte, Liénard estendeu este resultado ao caso de uma particula relativistica
submetida a aceleragdo centripeta numa trajetoria circular. A féormula de Liénard
mostrou que a poténcia da radiacdo ¢ proporcional a (E/mc?)4/R?, onde E ¢ a energia da
particula, m ¢ massa de repouso do elétron, e R ¢ o raio da trajetdria. A primeira
observagdo visual da radia¢do sincrotron ocorreu em 1947 por Frank Elder, Robert
Langmuir, Anatole Gurewitsch e Herb Pollock, no General Electric’s Research

Laboratory, em Schenectady (Nova York/US) (STRELI, 1997).
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Algumas propriedades basicas da radiag@o sincrotron sdo importantes para TXRF:

Forma continua a nivel de infravermelho a raios X;
Alta intensidade;

Alto nivel de colimacao;

Polarizagdo linear no plano de orbita;

Polarizagao eliptica ou circular acima e abaixo do plano da orbita para a radiagao

magnética da curva;

Tamanho da fonte ¢ pequena determinada por feixe de elétrons;
Estrutura de tempo bem definida;
Caracteristicas quantitativas conhecidas;

Alta estabilidade de intensidade e posicao de fonte.

A figura 3.7 apresenta o esquema de fluorescéncia de raios X por reflexdo total com

radiagdo sincrotron (SRTXRF).

Olho de Raios-X

Sistema goniométrico de
posicionamento das Médulo de

amostras colimagio

Feixe
direto .- ‘
- 1

Feixe Detetor de SifLi)
refletidn

i _ —
2
. Radiagio sincrotron
' o

Figura 3.7. Desenho esquematico do sistema de SRTXRF (OLIVEIRA, 2004).
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O uso de uma fonte de luz sincrotron permite alcancar baixos limites de deteccao,
mais baixos do que quando se usa um tubo de raios X de alta poténcia. Trés vantagens

do uso desta fonte de excitagdo devem ser observadas (KLOCKENKAMPER, 1996):

e O alto brilho espectral de um feixe da radiacdo sincrotron resulta em um
aumento da intensidade de raios X primarios da ordem de 3-5 vezes comparado com os

tubos de raios X convencionais;

e Desde que a radiacdo sincrotron cobre um amplo nivel de energia do espectro de
raios X, ¢ altamente adequado para energy tuning. Um cristal com multicamadas
preferencialmente usado para a selegdo de uma banda de energia particular, pode ser
facilmente ajustado para uma determinada energia de excitacdo na procura de

elementos;

e O background espectral ja reduzido por reflexdo total ¢ bastante baixo devido a
polariza¢do da radiacdo sincrotron. O feixe sincrotron € linearmente polarizado a 100%
do plano horizontal do anel de armazenagem. O detector deve ser colocado num plano
horizontal ou vertical. Com esta configuracdo, o background pode alcangar seus mais

baixos limites.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1- AMOSTRAGEM

As amostras de prostata utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laboratdrio de
Interagdes Celulares do ICB/CCS/UFRIJ. Foram utilizadas 12 amostras de prostata com
PCa e 53 com HPB provenientes de pacientes com idades acima de 40 anos submetidos
a biopsias prostatica transversal no Hospital Municipal do Andarai (Rio de Janeiro)e 08
amostras normais provenientes de individuos com idades entre 18 e 30 anos que
sofreram morte inesperada (acidental, insuficiéncia cardiaca, etc). O Projeto passou pelo
Comité de FEtica em Pesquisa- CONED e tem numero de cadastro CAAE-
0029.0.197.000-05.

IV.2 - PREPARACAO DE AMOSTRAS
IV.2.1 - AMOSTRAS DE PROSTATA

As amostras de préstata possuiam de 1 a 3 fragmentos. Todas as amostras foram
devidamente identificadas por grupo (HPB - HPB, cancer - CAN e normal - N), por
individuo (numeracdo ardbica) e por fragmento (letras), exemplo: amostra de um
fragmento com cancer CAN 01-A. Cada fragmento de tecido prostatico foi lavado com
agua MILLI-Q e em seguida liofilizado a 60°C (figura 4.1). Apds a liofilizacdo os
fragmentos foram triturados e colocados em recipientes graduados que foram
previamente lavados com agua MILLI-Q (figura 4.2). Em seguida aferiu-se a massa de
cada amostra. Apos a medicao das massas as amostras foram digeridas em meio acido:
acido nitrico — 70% (HNOs — 70%) e aquecidas a uma temperatura de 60°C durante 2
horas. As solucdes digeridas foram diluidas em dgua MILLI-Q até 2 mL e depois, uma
aliquota de 50 pL de solucdo de Ga (Galio ICP Padrio - 100 pg.g”) como padrio

interno foi adicionada em cada uma das amostras. Finalmente, uma pequena aliquota de
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5 uL de cada amostra foi pipetada em triplicata em refletores de lucite. Em seguida

os refletores foram levados para secar em uma estufa a uma temperatura de 40°C. A

Figura 4.3 ilustra o procedimento de preparagdo de amostras.

Fr'agmerh‘os de
- Préstata

Figura 4.1. Amostras sendo liofilizadas.

IV.2.2 - BRANCO

Para corrigir efeitos referentes a possiveis contaminagdes, foram preparadas cinco
amostras de maneira andloga as amostras de prostatas, contendo apenas agua e acido

nitrico. Permitindo verificar, dessa maneira, a qualidade dos materiais utilizados na

dissolugdo das amostras.
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Figura 4.2. Recipiente graduado com amostra de prostata triturada.

1IV.2.3 - AMOSTRAS CERTIFICADAS

A metodologia no preparo das amostras e acuracia das medidas foram validadas
através da determinacao da concentragdo elementar de 50 mg de amostra certificada de

figado bovino (NIST1577b) preparada nas mesmas condi¢des das amostras de prostata.

IV.3 - CURVA DE SENSIBILIDADE

A curva de sensibilidade do sistema TXRF para a linha K foi determinada utilizando
trés solucdes padrdes multielementares conhecidas e em diferentes concentragcdes da
solu¢dao Multielement Atomic Spectroscopy Standerd Soluyion Da Fluka, acrescidas do
elemento gélio (Ga), como padrdo interno. A partir das medidas de intensidade da
radiacdo fluorescente obtidas para cada elemento e suas respectivasconcentragdes a

sensibilidade pode ser obtida a partir da equagdo 3.11 mostrada no capitulo III.
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e
triturado Detector
Estufa a 40°C.
A— §
SRTXRF

Figura 4.3. Esquema de preparagdo de amostras.

IV.4 - ARRANJO EXPERIMENTAL

As andlises foram realizadas na linha DO9B - XRF no Laboratdrio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) (figura 4.4) através da técnica de Fluorescéncia de Raios X por
Reflexdo Total com Radiagdo Sincrotron (SRTXRF). O arranjo experimental ¢
mostrado na figura 4.5, possui geometria de modo a proporcionar a reflexao total. O

refletor de lucite ¢ fixado no porta - amostra horizontalmente ao detector de HPGe

(figura 4.6).
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Figura 4.5. Arranjo experimental (Setembro de 2007).
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O tempo de medida de todas as amostras e dos padrdes foi de 100 s. Para a analise
dos espectros obtidos foi utilizado o programa computacional AXIL que faz parte do
pacote QXAS (BERNASCONI e TAJANI, 1996), o mais utilizado na arca de

fluorescéncia de raios X, distribuido pela Agéncia Nacional de Energia Atdomica.

Refletor de Lucitel

Figura 4.6. Arranjo experimental - porta amostra e detector (Setembro de 2007).

Foram realizadas duas etapas de medidas a primeira em setembro de 2007 e a
segunda em margo de 2008. As condi¢cdes experimentais de cada etapa estdo dispostas

nas tabelas 4.1 e 4.2.
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Tabela 4.1. Condigdes experimentais da primeira etapa de medidas.

Condicdes experimentais - Setembro de 2007

Feixe: Branco
Absorvedor: 0,75 mm de Al (filtro no feixe)
Absorvedor PreMono: 0,150 mm Al
Colimador: 1,0 mm (Ta) (no detector)
Geometria: TXRF
Cémara 1: 2x1
Distancia amostra -
detector: 12 mm
Detector: Hp Ge, resolugao de 140 eV
Altura: 0,15 mm
Largura: 5,00 mm
Angulo de incidéncia: 1,0 mrad

Tabela 4.2. Condigdes experimentais da segunda etapa de medidas.

Condigdes experimentais — Margo 2008

Feixe: Quase- monocromatico (16 keV)
Absorvedor: 0,75 mm de Al (filtro no feixe)
Colimador: 4,0 mm (Ta) (no detector)
Geometria: TXRF
Camara 1: 2x1
Distancia amostra -
12 mm
detector:
) Si(Li) SL30165, Resolugdo de 165 eV
Detector: em 5.9 keV)
Altura 0,2 mm
Largura 4,88 mm
Angulo de incidéncia: 1,0 mrad
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IV.5 - LABORATORIO NACIONAL DE LUZ SINCROTRON (LNLS)

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

de saude.

O LNLS encontra-se em funcionamento desde julho de 1997 e ¢ o primeiro
laboratério do hemisfério sul capaz de produzir Luz Sincrotron. Esta situado em
Campinas cidade do estado de Sao Paulo (Brasil). Foi desenvolvido e construido no
Brasil com financiamento do CNPq e do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (LNLS,

2008).

Ao redor do anel existem doze linhas de luz, sendo em trés linhas feixes
ultravioletas, em sete feixes de raios X formando um total de 24 estagdes experimentais.

A figura 4.7 mostra uma vista geral do anel de armazenamento.

Figura 4.7. Vista geral do anel de armazenamento.
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IV.6 - TRATAMENTO ESTATISTICO

Apobs a aquisicdo dos espectros e a obten¢do dos resultados das concentragdes
elementares, os dados foram analisados. As distribui¢des de freqiiéncias dos dados para
cada grupo estdo ilustradas nas figuras do APENDICE B (B.1 - B.29). No APENDICE
C ¢ apresentado os tipos de distribui¢des, suas caracteristicas e a analise estatistica para

diferentes tipos de distribuicdes.

A analise dos graficos mostrou que a maioria das distribui¢cdes ¢ assimétrica. Com
iss0, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U foi escolhido para comparar os dados

dos grupos.

O teste de Mann-Whitney U ¢ um teste ndo paramétrico utilizado para comparar a
diferenca de dois grupos independentes e testar a significancia dessa diferenca. O poder
de eficiéncia deste teste tende a 95,5 % quando o nimero de dados aumenta
(SIEGEL,1975). Neste teste ndo-paramétrico admite-se como hipotese nula (Hp) que as
amostras provém da mesma distribuicdo e, portanto, possuem médias iguais.
Contraposta a esta se tem a hipdtese alternativa (H;) de que as amostras provém de
distribui¢des diferentes, e sendo assim, possuem médias distintas. A resposta do teste ¢
um o valor de p que indica a probabilidade de rejeitarmos Hy. Se o valor de p for menor
que a (p < a) o teste rejeita Hy, ou seja, pode se afirmar que as médias sdo
significativamente distintas. Caso contrario, se o valor de p for maior ou igual a a (p >
a) aceita-se Hy ou seja, as amostras provém da mesma distribui¢do e, portanto, suas

médias ndo possuem diferencas significantes.

O teste estatistico Mann-Whitney U foi utilizado com nivel de significancia de 5%

(o= 0,05) através do programa SPSS versao 10,0.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 - CURVA DE SENSIBILIDADE RELATIVA

Para determinar a sensibilidade relativa, foram utilizadas trés solugdes padrdes
multielementares conhecidas e em diferentes concentragdes, acrescidas do elemento
galio (Ga), como padrdo interno. A tabela 5.1 apresenta os valores das concentragdes
dos elementos e do padrao interno em cada amostra padrdo, para determinagdo da

sensibilidade relativa para a linha K.

Tabela 5.1 - Concentragdes nos padrdes usados para levantamento da

curva de sensibilidade para a linha K.

Concentra¢des (mg.g") dos elementos nos padrdes

Z | Elemento| PADRAOA PADRAOB PADRAOC
19 K 4,88 7,68 11,28
20 Ca 0,49 0,77 1,13
24 Cr 2,44 3,84 5,64
25 Mn 0,49 0,77 1,13
26 Fe 0,49 0,77 1,13
27 Co 0,49 0,77 1,13
28 Ni 2,44 3,84 5,64
29 Cu 0,49 0,77 1,13
30 Zn 0,49 0,77 1,13
31 Ga 2,40 4,00 6,00
38 Sr 0,49 0,77 1,13
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Através da relagdo existente entre a intensidade relativa (R;) e a concentragdo
elementar (C;) mostrada na equagdo 3.11, foi possivel determinar a sensibilidade
relativa (Sg;) para cada elemento de cada solugdo padrdo. A partir disto, foi obtida a
curva de sensibilidade relativa em fun¢do do nimero atomico para a série K. A tabela

5.2 mostra a sensibilidade relativa, obtida experimentalmente para a linha K.

Tabela 5.2. Sensibilidade relativa para as linhas K

Sensibilidade relativa (Sg;)

Z Elemento
Setembro de 2007 Margo de 2008

19 K 0,03 0,11
20 Ca 0,05 0,17
24 Cr 0,32 0,79
25 Mn 0,37 0,96
27 Co 0,64 0,82
28 Ni 0,85 1,11
29 Cu 0,98 1,14
30 Zn 1,04 0,80
31 Ga 1,00 1,00
38 Sr 0,21 2,06

V.1.1 - CURVA DE SENSIBILIDADE - PRIMEIRA ETAPA DE MEDIDAS

A curva da sensibilidade relativa (Sg;) em funcdo do ntimero atomico (Z) para a

série K no periodo de setembro de 2007 esta representada na figura 5.1.
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Figura 5.1. Curva da Sensibilidade Relativa (Sg;) para a linha K
(Setembro de 2007).

A curva de sensibilidade para a linha K na primeira etapa de medidas foi obtida
utilizando feixe branco. A equagdo ajustada que relaciona a sensibilidade relativa (Sg;) €

o nimero atomico (Z) do elemento, para a série K, ¢ dada por:
Log (Sri (2)) = 6,614-1,844 Z+0,125 Z>-0,003 Z*+2,752E-5 Z* (5.1)
R*=0,997

Através da equagdo 5.1 pode-se obter qualquer valor de sensibilidade para linha K

em fun¢do do niimero atémico.

V.1.2 - CURVA DE SENSIBILIDADE - SEGUNDA ETAPA DE MEDIDAS

A curva da sensibilidade relativa (Sg;) em funcdo do ntimero atomico (Z) para a

série K no periodo de marco de 2008 esta representada na figura 5.2.
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Figura 5.2. Curva da Sensibilidade Relativa (Sg;) para a linha K
(Margo de 2008).

A curva de sensibilidade para a linha K na segunda etapa de medidas foi obtida
utilizando feixe quasi monocromatico de 16 keV. A curva obtida nesta etapa apresenta
uma elevacao para o nimero atdmico 38, isto se deve ao fato de o K de absorcao deste
elemento ser proximo da energia de excitacao (16 keV) utilizada nesta etapa de
medidas. A equacdo ajustada que relaciona a sensibilidade relativa (Sg;) € o niimero

atomico (Z) do elemento, para a série K, ¢ dada por:
Log(Ski (2)) = -22,44142,271.7-0,076.2°+8,474E-4.7° (5.2)
R*=0,980

Através da equagdo 5.2 pode-se obter qualquer valor de sensibilidade para linha K

em fun¢do do niimero atdmico.

V.3 - LIMITE DE DETECCAO

Os valores obtidos para os limites de detec¢do para as amostras de figado bovino

por SRTXREF, calculados pela equagdo 3.13. A tabela 5.3 sdo apresentados os valores de
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limite de deteccao obtidos experimentalmente. A figura 5.3 ilustra a curva do limite

minimo de detec¢ao (LMD), para um tempo de contagem de 100 s.

Tabela 5.3. Limites de detecgdo para as amostras

de figado bovino por SRTXRF.

Elemento Limite de deteccdo (ng.g™)

P 16 x 10°

S 57x10°

K 4,9x10°

Ca 2,4x 10

Mn 56

Fe 46

Cu 76

Zn 65

Rb 34
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Numero atomico

Figura 5.3. Limite de detecgdo para amostras de figado bovino.
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A partir da equagdo 5.3 pode se obter o LD da série K para qualquer elemento.
Log(DL) = 10,436-0,565 Z+0,009 Z* (5.3)

R*=0,934

V.2 - ANALISE DAS AMOSTRAS DE CERTIFICADAS

Para verificar a metodologia no preparo das amostras e avaliar a calibracdo do
sistema de SRTXRF, foram analisadas amostras de referéncia de figado bovino
(NIST1577b) e os dados calculados comparados com os valores certificados. Na tabela
5.4 sdo apresentados os dados medidos neste trabalho, os valores certificados e o erro

relativo entre os dois valores.

Tabela 5.4. Comparagdo dos valores medidos e os certificados de figado bovino.

Concentracdo (ug.g?)

Elemento Erro relativo
Valor Certificado Valor medido
P (%) 1,10+ 0,03 1,08+0,16 0,02
S (%) 0,785 + 0,006 0,81 +£0,07 0,03
K (%) 0,994 £ 0,02 1,01 £0,12 0,01
Ca 116 +4 127 + 58 0,09
Mn 112 9+1 0,18
Fe 184+ 15 171+7 0,07
Cu 160 + 8 166 + 6 0,04
Zn 127+ 16 139+8 0,09
Rb 14+1 112 0,21

Os valores medidos neste trabalho apresentaram desvios padrdes inferiores a 20%
para a maioria dos elementos, com excecdo do Rb com erro relativo de 21%,
confirmando um bom ajuste para a curva de calibragdo utilizando o sistema de

SRTXRF.
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V.3 - ANALISE DOS RESULTADOS

Os espectros de cada amostra de prostata foram analisados e as concentragdes de
cada elemento foram calculadas a partir da equagao 3.12. As figuras 5.4 e 5.5 ilustram
os espectros caracteristicos de duas amostras de prostata. Foi possivel detectar segundo

as condigOes experimentais descritas no CAPITULO 1V, os elementos: P, S, Cl, K, Ca,

Fe, Cu, Zn, Br ¢ Rb.

10” 3
K Zn
— Ca Ga
A ) ;
s 10" 3 Fe
S 1 d Cu Br
NS ]
g “\ Rb
2
= 107+
101 T T T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20
Energia (keV)

Figura 5.4. Espectro caracteristico de uma amostra de prostata com HPB

obtido com feixe branco.

A andlise das distribuigdes mostrou que se trata de distribuicdes assimétricas.
Estudos ja mostraram que a distribui¢do da concentragdo elementar em tecidos

biologicos € assimétrica (MAJEWSKA et al., 1997, KUBALA-KUKUS et al., 2004).
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Figura 5.5. Espectro caracteristico de uma amostra de prostata com HPB

obtido com feixe quasi-monocromatico de 16 keV.

Durante a analise dos dados, verificou-se a necessidade de uma depuracdo de dados
que destoavam da populagdo estudada. A aplicagdo do Critério de Chauvenet serve,
neste caso, para eliminar valores mais discrepantes com relagdo a populagao (LIMA,
2001). Apds a aplicacdo do Critério de Chauvenet e a eliminacdo de alguns dados,
embora as distribuicdes sejam assimétricas, foram calculadas as médias, os intervalos de
confianga e a mediana, para assim poder comparar com dados obtidos em outros
estudos. A tabela 5.5 mostra as concentragdes (média + intervalo de confianca e
mediana) obtidas neste estudo para cada grupo estudado (HPB, Cancer ¢ Normal) ¢ a

tabela 5.6 mostra valores descritos na literatura.

Os elementos encontrados em maiores concentracdes foram P, S e K. Nao foi
detectado Cu nas amostras de prostata com PCa. As amostras de prostata com tumor
apresentaram reducdo nas concentracdes de quase todos elementos, com excec¢dao do

fosforo que apresentou um aumento em sua concentragao.
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Através das tabelas 5.5 e 5.6 é possivel verificar que os valores experimentais
obtidos ficaram bem préximos daqueles encontrados na literatura, com excec¢do do Cl

que sera estudado mais adiante.

Tabela 5.5. Concentra¢do média + intervalo de confianca e

mediana para os grupos HPB, Cancer e Normal.

Média e intervalo de confianga (ug.g™)

Elemento Mediana (ug.g™)
HPB Cancer Normal
3422 +299 3621 + 684 2852 + 564
p
3243 3751 2743
8662 + 546 6871 £1140 10756 + 1587
S
8548 6516 10331
817+ 111 515 £ 151 2429 + 386
Cl
640 463 2127
1744 £ 211 1456 + 327 3839 £ 415
K
1488 1236 3934
861 £ 94 658 + 109 2715 + 1207
Ca
707 665 1435
63+11 35+9 173 £55
Fe
45 30 164
4+0,5 4+1
Cu NDO
3 4
420 + 43 210 + 44 699 + 221
Zn
372 192 493
741 441 14+4
Br
6 3 7
7+1 8+1 1242
Rb
6 8 12

D' Nio detectado.
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Tabela 5.6. Concentragdo (ug.g™') para os grupos

HPB, Cancer e Normal encontrados na literatura.

Concentragio (ug.g™")

Elemento Técnica Literatura
HPB Cancer Normal
Cl 1800 £190 1830 = 190 — 1700 + 60 - SRIXE® Kwiatek
K 1475+£250 3620+ 80 — 2560 + 470 - SRIXE® Kwiatek
- 1441 + 646 787 + 675 FAAS® M. Yaman
Ca
- 1830 6540 SRIXE Ide-Ektessabi
52+4 115+£19-24+4 - SRIXE®W Kwiatek
Fe
- 30+21° 18+9 FAAS® M. Yaman
12,7+3 12+2-15+2 SRIXE®W Kwiatek
Cu
- 1+1 0,6 +0,2 FAAS® M. Yaman
1142 + 543 146 + 76 1018 + 754 EDXRF® Zaichick
158 +28 174+16-176 + 19 - SRIXEW Kwiatek
7-329 15-71 - XRF® Vartsky
- 68 +31 47 + 15 FAASYW M. Yaman
- 1492 290.5 SRIXE Ide-Ektessabi
Zn 151-279 19-45 - XRF® Shilstein
3770 + 13 814+ 17 2734 +12 AASW Jafa
774 + 524 147 + 103 348 + 269 AAS® Feustel
851+ 410 320 + 147 965 + 435 AAS® Marezyfiska
904 + 111 160 + 57 - AASW Lahtonen
1177 + 485 413 488 + 190 AAS® Feustel

M Tecido in natura

@ Tecido seco
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A figura 5.6 ilustra o grafico Box-Plot que sera utilizado para a apresentacdo dos
resultados. A linha do centro da caixa indica a mediana. Os limites inferiores e
superiores da caixa indicam respectivamente o 1° e o 3° quartis. Os travessoes indicam o
menor € o maior valores que ndo sdo outilier. As o indicam os outilieres moderados. As
* identificam os outliers extremos. As figuras 5.7 - 5.16 mostram a comparagao entre as

concentragdes dos grupos cancer, HPB e Normal, para cada elemento estudado através

do grafico Box-Plot.
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Figura 5.6. Ilustra¢do do grafico Box -Plot.
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Figura 5.7. Comparagdo de concentragdo de fosforo na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.8. Comparacdo de concentragdo de enxofre na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.9. Comparagdo de concentragdo de cloro na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.10. Comparagdo de concentragao de potassio na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.11. Comparagao de concentrago de calcio na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.12. Comparagdo de concentrag@o de ferro na prostata

entre os grupos HPB, cancer ¢ normal.
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Figura 5.13. Comparagado de concentrag@o de cobre na prostata

entre os grupos HPB e cancer.
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Figura 5.14. Comparagdo de concentragdo de zinco na prostata

entre os grupos HPB, cancer ¢ normal.
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Figura 5.15. Comparagdo de concentragao de bromo na prostata entre

os grupos HPB, cancer e normal.
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Figura 5.16. Comparagdo de concentragdo de rubidio na prostata

entre os grupos HPB, cancer e normal.
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Ap6s a analise dos parametros basicos dos dados, determinou-se que o melhor teste
comparativo era o teste U de Mann-Whitney, com 95% de confianga. Os erros relativos
para os elementos que apresentaram diferenga estatistica sio mostrados na tabela 5.7. O
erro entre os grupos PCa e Normal ¢ com relagdo ao grupo Normal, entre PCa e HPB ¢
com relacdo ao grupo HPB e HPB e Normal com relagdo ao grupo Normal. As
diferengas nas concentracdes dos elementos ja eram esperadas, pois a maioria dos

elementos estd associada a processos biologicos.

Tabela 5.7. Erros relativos entre os grupos

Cancer, HPB ¢ Normal.

Erro relativo entre as medianas (%)

Elemento
Cancer x Normal Cancer x HPB HPB x Normal

S -37 -24 .
Cl -78 -28 -70
K -69 - -62
Ca -54 - -51
Fe -82 -33 -73
Zn -61 -48 -25
Br -57 -50 -14
Rb -38 - 50

A seguir apresenta-se uma analise dos elementos que apresentaram diferenca

significativa entre os grupos.

a) Enxofre

A concentracdo de enxofre em amostras de prostata com cincer apresentou uma
reducdo de 37 % comparando com as concentragdes obtidas em amostras de prostata
normais ¢ uma redugdo de 24 % com relagdo as amostras com HPB. Sabe-se que o

enxofre ¢ componente de varios aminoacidos que sdo de vital importdncia para a
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formagdo de proteinas, ¢ constituinte de varias vitaminas, isto faz deste elemento um
intercessor de grande importancia no desenvolvimento de neoplasias, principalmente em

processos carcinogénicos (MINERALIS, 2008).

b) Cloro

As amostras de prostata com cancer apresentaram concentracdo de Cloro 78% e
28% menor com relacdo a obtida em amostras de prostata normais e com HPB,
respectivamente. Comparando amostras de HPB e normais, a concentragao de Cl foi 70
% menor em amostras com HPB. O Cloro ajuda na eliminacdo dos metabdlitos do
organismo, auxilia o funcionamento do figado, auxilia na digestdo ajudando na
flexibilidade do organismo, reage com rapidez com muitos elementos € compostos
quimicos (MINERALIS, 2008; CLORO, 2008), essa caracteristica prejudicou sua analise,
pois o processo de digestdo quimica foi realizado com &cido nitrico e este reagiu com o
Cloro promovendo a liberagdo deste elemento na forma de gas e assim prejudicou os
resultados. Comparando com as concentracdes obtidas por KWIATEK 2005 houve uma

redu¢do devido a perda durante ao processo de digestdo quimica.

c) Potassio

O potéssio apresentou concentragdo média 69% menor em amostras com tumor
comparando com a obtida em amostras normais e ndo apresentou diferencas
significativas com relacdo a obtida em amostras com HPB. Em desacordo com este
trabalho KWIATEK et al. (2005) encontrou um aumento na concentragdo média de K
em tecidos com HPB comparando com as amostras com cancer. As medianas obtidas
em amostras com HPB apresentaram uma reducdo de 62% com relagdo a mediana das
amostras normais. O potassio encontra-se na forma de ion K e esti presente nas
extremidades dos cromossomos (teldmeros) estabilizando a estrutura do DNA e RNA,
compensando a carga negativa dos grupos fosfatos. A bomba de s6dio € um mecanismo
pelo qual se consegue concentragdes requeridas de K™ e Na' dentro e fora da célula
(concentragdes de ion K™ mais altas dentro da célula do que no seu exterior para

possibilitar a transmissdo do impulso nervoso), estes dois ions fazem um papel crucial
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na fisiologia das células, tornando os ions K" e Na' indicadores de danos nas células dos

tecidos (LEITAO, 2005).

d) Calcio

A mediana da concentracdo de Célcio em amostras com cancer apresentou uma
reducdo de 54 % com relagdo a mediana obtida em amostras normais. YAMAN et al.
(2005) também encontrou uma reducao na concentracao de calcio comparando tecidos
cancerosos com tecidos normais, em desacordo IDE-EKTESSABI et al. (2002)
encontrou um aumento. Nao houve diferengas significativas entre amostras com tumor e
amostras com HPB. A diferenga entre a mediana das amostras com HPB ¢ normal foi
uma redugdo de 51 % em amostras com HPB. O calcio ¢ o elemento encontrado em
maior quantidade no organismo humano. Quase todo o cdlcio do organismo (por volta
de 1 kg e meio) se encontra nos dentes e nos ossos (MINERALIS, 2008). O ion Ca*" atua
como um mediador intracelular cumprindo uma funcdo de segundo mensageiro
intervindo na contragdo dos musculos. O fon Ca*" também implica no controle de
algumas enzimas quinases que realizam fungdes de fosforilagcdo. O célcio participa de
funcdes enzimaticas de maneira similar ao magnésio em processos de transferéncia de
fosfato (MENDONCA, et al., 2003) o que o torna sensivel as mudangas ocorridas na

célula e por isso sua concentragdo ¢ alterada em células com neoplasias.

e) Ferro

A mediana de ferro em amostras cancerigenas foi 82 % menor com relacdo a
mediana de amostras normais e 33 % mais baixa com relacao a encontrada em amostras
com HPB. KWIATEK et al. (2005) encontrou um aumento na concentragio de ferro em
amostras com PCa de escore gleason 5 e uma redugdo para escore gleason 3 com
relacdo as amostras de prostata com HPB. A mediana das concentragdes em amostras
com HPB apresentou uma reducao de 73% com relagdo a de amostras normais. Em
contraste YAMAN et al. (2005) encontrou um aumento em amostras de tecidos
prostaticos com HPB comparando com amostras normais. O ferro ¢ um elemento vital

para o organismo humano. Ele ¢ essencial para funcdes fisioldgicas porque € parte

integrante de algumas proteinas. Faz um papel vital no regulamento do crescimento de
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célula e diferenciagdo, por isso o ferro influencia o processo de carcinogenesis. O Ferro
estd ligado a proteinas ou estd no estado de Fe™, prevenindo os danos em tecido
causados por formacdes de radicais livres que fazem parte do processo de
carcinogenesis. Varios estudos mostraram que o ferro disponivel pode ter algum papel
no desenvolvimento de tumores malignos. O ferro pode promover o crescimento de
células transformadas inibindo a defesa de anfitrido. O Ferro est4 diretamente ligado aos
processos patoldgicos ocorridos na célula principalmente em processos carcinogénicos,
isto justifica ter sido encontrado em menor concentragdo nas amostras de prostata com

neoplasias (MAJEWSKA, 2007).

f) Zinco

As concentragdes de Zn em amostras de préstata com cancer apresentou uma
redug¢do de 61% comparando com as concentragdes obtidas em amostras de prostata
normais ¢ a relagdo com as amostras com HPB foi uma reducao de 48%. A mediana em
amostras de prostata com HPB foi 25% menor comparando com as mediana obtida em
amostras normais. O zinco participa de muitas reagdes do metabolismo celular,
incluindo processos fisiologicos, tais como fun¢do imune, defesa antioxidante,
crescimento e desenvolvimento, atuando como um componente estrutural e/ou funcional
de vérias metaloenzimas e metaloproteinas (SZCKUREK, et al., 2001). E o elemento
mais abundante nas células, e cada vez mais provas enfatizam que ele desempenha
papel importante na estabilidade e fungdo genética. Faz parte da cromatina, que € o
complexo estavel do DNA e proteinas no ntcleo da célula, e também desempenha um
papel na replicagdo, transcrigdo e de reparagao de DNA (MAFRA, et al., 2004; WU, et
al., 2004).

O Zinco desempenha papel na organizagdao polimérica de macromoléculas como
DNA e RNA, e ¢ indispensavel para atividade de enzimas envolvidas diretamente com a
sintese de DNA e RNA, como por exemplo a RNA polimerase. Além disso, influencia a
divisdo celular, por meio da atividade da dioxitimidina quinase, adenosina e
tetrafosfato-adenosina. Alteracdes da fungao do RNA mensageiro parecem ser induzidas

pela deficiéncia de zinco (SANDSTROM, 1997).
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Estudos mostram que a prostata tem a capacidade de secretar alto nivel de zinco,
sendo cerca de 10 vezes mais do quem em outros tecidos (ZAICHICK, et al., 1997) A
distribuicao deste mineral na prdstata nao € uniforme, sua concentragdo aumenta com o
aumento da distancia da bexiga, estudos encontraram concentracdes mais elevadas no
lobo lateral da zona periférica e niveis mais baixos na zona central. Sdo encontrados
niveis elevados nas mitocondrias das células epiteliais o que causa inibi¢ao da oxidacao

¢ baixa respiragdo celular (COSTELLO, et al., 1999, 2000)

As células epiteliais sdo altamente especializadas em sintetizar, acumular e segregar
altos niveis de citrato, que ¢ uma das principais fun¢des da glandula prostatica. O alto
nivel de zinco nas mitocondrias inibe a atividade da m-acomitase, enquanto previne a
oxidagdo do citrato pelo ciclo de Krebs, resultando o truncamento do ciclo de Krebs
antes do primeiro passo da oxidacdo. O citrato ¢ o produto final do metabolismo nas
c€lulas prostaticas, considerando que a oxidagdo do citrato ¢ essencial na maioria das
células. A diminuicdo na oxidagdo do citrato representa 65% do rendimento de ATP

(COSTELLO et al, 1998; 1999; 2000).

Diversos estudos mostram que o zinco esta associado ao PCa e também a outros
tipos de cancer. As células malignas perdem a habilidade de acumular zinco
ocasionando uma remogao na inibi¢do da atividade da m-acomitse. O citrato passa a ser
completamente oxidado e assim ocorre um aumento na produg¢do de ATP. A proteina
transportadora de zinco ZIP1 ¢ responsavel pela sua acumulagdo em células prostaticas.
Nas glandulas malignas ha uma diminui¢do de ZIP1 ocasionando a diminui¢do da
concentracdo de zinco nestas células e propondo que ZIP1 ¢ um tumor supressor € o
zinco é um agente anti-tumor no cancer de prostata (COSTELLO et al, 1998; 1999;
2000).

Em contraste com a maioria dos dados da literatura (ZAICHICK et al, 1997;
VARTSKY et al, 2003) poucos autores encontraram que ha um aumento da
concentragdo de zinco em tecidos com PCa (YAMAN et al, 2005). Alguns autores
relataram que a diminui¢do da concentragdo de zinco se da no inicio da formagao do
tumor e outros que a diminui¢do ocorre quando a doenca ja esta em um estado
avan¢ado. Tem sido bem documentado que ha um aumento na concentra¢do de zinco
em tecidos de prostatas com Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) em comparacdo com

tecidos normais (ZAICHICK, et al., 1997). Foi documentado que a concentragdo de
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zinco varia linearmente com idade a partir de 14 anos até um maximo na idade entre 46
a 55 anos e apds a idade de 55 anos ocorre uma ligeira diminuicdo da concentragao.
Sendo o valor médio das concentragdes na idade entre 41 e 65 anos 2 vezes superior do
que em homens com idade entre 14 e 40 anos. O aumento drastico da incidéncia de PCa
em homens com mais de 50 anos pode estar relacionado com elevado teor de zinco, pois
concorda com a idade dindmica da acumulacdo do zinco (ZAICHICK, 2004). Estudos
observaram que ha maior mortalidade por PCa em paises com maior consumo per
capito de zinco e um aumento no risco de PCa pelo uso elevado de suplementos de
zinco, mas sugerem que mais estudos sejam realizados quanto a suplementagao de zinco

(SCHRAUZER et al., 1977, KEY etal., 1997, KRISTAL et al., 1999).

g) Bromo

A concentragdo de bromo apresentou diferengas significativas entre os trés grupos
estudados. As amostras com tumor apresentaram redug¢do em sua mediana de 57 %
com relagdo a mediana de amostras normais ¢ de 50 % com relagdo as amostras com
HPB. A mediana de Br foi 14 % menor em amostras com HPB com relagdo as
amostras normais. A maior parte do bromo ¢ encontrada no mar na forma de brometo.
Ainda nd3o se conhece muito bem as suas fun¢des no organismo. O bromo funciona
como a insulina no metabolismo do agucar. Também ajuda a levar as proteinas no
lugar onde sdo necessarias. A medida que se envelhece, retem-se menos bromo no
organismo. O bromo também ajuda no crescimento, evita a hipertengdo e abaixa a
pressdo sanguinea. Assim como o cloro o bromo também reage com rapidez com

muitos elementos € compostos quimicos, assim sua analise também foi prejudicada.

h) Rubidio

A mediana do rubidio apresentou redugcdo de 38% nas amostras cancerigenas
comparando com a das amostras normais. As amostras com HPB apresentaram uma
reducao de 50% em relagdo as amostras normais. O Rb pertence a mesma série
periodica do litio, sodio, potassio, e césio. O rubidio ¢ encontrado em potencialmente
todos sistemas bioldgicos (FIEVE, JAMISON., 1982). Os metais alcalinos penetram

membranas celulares que seguem certas leis definidas, o litio que desloca sodio, € o
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rubidio e o césio que deslocam o potassio (SCHROEDER, 1960). Fisiologicamente, o
rubidio se assemelha ao potassio, e ¢ assumido que estes dois elementos tém um alto
grau metabolico de intermutabilidade. Em células com cancer, somente a agua, o
aclcar, o potdssio, o césio e o rubidio podem incorporar-se as células,
conseqiientemente o rubidio ¢ um dos minerais usados na terapia para elevacdo do pH.

Em estudos com ratos, o rubidio ajudou na reducao do tumor.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho utilizou-se a fluorescéncia de raios X por reflexao total com radiacao
sincrotron para analisar amostras de prostata com cancer, com HPB e amostras de

prostata normais.

A SRTXRF provou ser uma técnica altamente eficiente na andlise de amostras
biologicas sendo capaz de determinar concentragdes elementares baixas (ug.g™).
Através da técnica foi possivel detectar os elementos: P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br e

Rb.

A andlise das distribui¢gdes mostrou que se trata de uma distribui¢do assimétrica, o
que ja era esperado ja que estudos anteriores relataram que a distribui¢do da
concentragdo elementar em tecidos bioldgicos é assimétrica (MAJEWSKA et al, 1997,

KUBALA-KUKUS et al., 2004).

As concentracdes elementares encontradas em niveis mais elevados foram dos
elementos P, S e K. A analise dos resultados mostrou uma reducao na concentracao dos
elementos S, Cl, K, Ca, Fe, Zn, Br ¢ Rb nas duas patologias comparando com as
concentragdes obtidas para tecidos normais € um aumento na concentracdo de P.
Comparando com os resultados da literatura, os valores de concentracdo elementares

determinados estdo proximos.

A andlise através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U mostrou, com 5%
de significancia, que as amostras de prostata com Cancer apresentam uma diminui¢do
de 37% de S, 78% de Cl, 69% de K, 54% de Ca, 82% de Fe, 61% de Zn, 57% de Br e

de 38% de Rb, em comparacdo com tecidos prostaticos normais.

Em amostras de prostata com HPB, a mesma analise mostrou que hd uma redugao
na concentragdo de 70% de Cl, 62% de K, 51% de Ca, 73% de Fe, 25% de Zn, 14% de

Br e de 50% de Rb em relagdo as amostras de prostatas normais.
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A comparagdo das concentragdes de amostras de prostata com Cancer com as
amostras de prostata com HPB mostrou com 95% de confianga uma diminui¢ao

significante de 24% de S, 28% de Cl, 33% de Fe, 48% de Zn e 50% de Br.

A diferenca encontrada entre as concentracdes elementares mostrou que os
elementos que apresentaram alteracdes podem estar envolvidos no processo das

neoplasias da prostata.

O alto nivel de zinco no tecido prostatico em comparagdo a outros tecidos, sua
associagdo com enzimas que estdo associadas a processos cancerigenos e a alteracdo da
concentragdo encontrada neste e em outros estudos, mostram que o desenvolvimento e
progressao de neoplasias prostaticas podem estar relacionados a concentragdao de zinco
na prostata. Estas associagcdes fazem deste mineral um possivel bioindicador de cancer

prostatico.

Com o proposito de dar continuidade a esse estudo segue abaixo sugestdes para

trabalhos futuros.

a) Aumentar o nimero de amostras com cancer € amostras normais para assim

melhorar a analise estatistica,

b) Analisar a distribui¢do elementar bidimensional na préstata através da

técnica uXRF com radiagdo Sincrotron

C) Aplicar a técnica XANES para determinar a estrutura molecular vizinha aos

atomos de Zn em tecidos prostaticos.
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APENDICE A

A.1 - FORMACAO DE UM TUMOR

O corpo ¢ constituido por muitos tipos de células, e estas sdo formadas por trés
partes: a membrana celular, que ¢ a parte mais externa da célula; o citoplasma, que
constitui o corpo da célula; e o nucleo, que contém 0s cromossomos que por sua vez sao
compostos de genes. Os genes sdo arquivos que guardam e fornecem instrugdes para a
organizagdo das estruturas, formas e atividades das células no organismo (ABRALE,
2008). Toda a informacdo genética encontra-se inscrita nos genes, numa "memoria
quimica" - o acido desoxirribonucleico (DNA). E através do DNA que 0s cromossomos

passam as informagdes para o funcionamento da célula (INCA, 2008).

Estas células se reproduzem através de um processo chamado divisdo celular. Em
condi¢des normais, esse processo ¢ ordenado e controlado e ¢ responsavel pela
formagdo, crescimento e regeneragdo dos tecidos saudaveis do corpo (ONCOGUIA,
2008). Ao tornarem-se células velhas ou danificadas, elas morrem e sdo substituidas por
novas cé¢lulas. No entanto, por vezes, este processo ordenado ocorre de forma irregular.
O material genético (DNA) de uma célula pode ser danificado ou alterados, produzindo
mutagdes que afetam o crescimento e a divisdo celular normal. (NCI, 2008). O
aparecimento de mutacdes no DNA ocorre em todos os seres vivos, em um processo
que ¢ fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies. Muitas destas mutagdes
ndo implicam em mudangas detectdveis na atividade metabdlica, e passam
despercebidas. Outras mutagdes podem determinar a morte celular, e por conseqiiéncia,
também nao sao detectaveis. Apenas um pequeno niumero de mutagdes que ocorrem em
genes especificos pode determinar vantagens e um crescimento desordenado das células

(INCA, 2008).

Quando as células acumulam mutagdes em um numero elevado, elas ndo morrem
quando deveriam e novas células sdo produzidas quando o organismo ndo precisa delas.
As células extras criam uma massa de tecido determinando assim o aparecimento de um
tumor (NCI, 2008). Este pode ser "benigno" ou "maligno". A figura A.l mostra a

ilustracdo do crescimento de um tumor.
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Figura A.1. Ilustragdo do crescimento de um tumor (NCI, 2008).

e Tumor Benigno — as células deste tumor crescem lentamente e sdo diferenciadas
(semelhantes as do tecido normal) (ONCOGUIA, 2008), geralmente podem ser
removidos e, na maioria dos casos, eles ndo retornam. Mais importante ainda € que as
células de tumores benignos ndo se espalham para outras partes do corpo e sdo

raramente fatais (DHSS, 2008).

e Tumor Maligno — as células deste tumor crescem rapidamente, t€ém um aspecto
indiferenciado e possuem a capacidade de invadir estruturas proximas e espalhar-se para
diversas regides do organismo. Estes tumores sdo considerados cancer (ONCOGUIA,

2008).

As mutagdes podem ser resultadas de fatores internos como, hormoénios ou o
metabolismo de nutrientes dentro das células ou de fatores externos como, tabaco,
substancias quimicas e luz solar. Estas mutagdes ndo hereditarias sdo chamadas

mutagoes somaticas (ACS, 2008).

A.2 - CANCER
A.2.1 - FORMACAO DO CANCER

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacdao de cancer, em geral se da

lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé
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origem a um tumor visivel. Esse processo passa por varios estagios antes de chegar ao

tumor. Sao eles:

e Estagio de Iniciagio - E o primeiro estagio da carcinogénese. Nele as células
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou carcindgenos que provocam modificagdes
em alguns de seus genes. Nesta fase as células se encontram, geneticamente alteradas,
porém ainda ndo ¢ possivel se detectar um tumor clinicamente. Encontram-se
"preparadas", ou seja, "iniciadas" para a acdo de um segundo grupo de agentes que

atuard no proximo estagio.

e Estagio de Promocio - E o segundo estagio da carcinogénese. Nele, as células
geneticamente alteradas, ou seja, "iniciadas", sofrem o efeito dos agentes cancerigenos
classificados como oncopromotores. A célula iniciada ¢ transformada em célula
maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra essa transformacao, ¢ necessario um
longo e continuado contato com o agente cancerigeno promotor. A suspensdo do
contato com agentes promotores muitas vezes interrompe o processo nesse estagio.
Esses agentes cancerigenos sdo demonstrados em alguns tumores como causa e efeitos,
sendo o mais conhecido a nicotina contida no cigarro que aumenta em 12 vezes as
chances de cancer de pulmao. Em outros tipos de cancer, essa identificacao de causa e
efeito ainda nao foi definida, por essa razdo as causas da doenga sdo ainda um grande

objeto de estudo no campo da Oncologia.

e Estagio de progressao - E o terceiro e ultimo estdgio e se caracteriza pela
multiplicagdo descontrolada e irreversivel das cé€lulas alteradas. Nesse estagio o cancer
jé esta instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestagcdes clinicas da

doenga (ABRALE, 2008).

O periodo de tempo que o cancer estd escondido ¢ chamado de "periodo latente”. O
periodo latente esta, normalmente, em uma faixa de 10 a 30 anos. O longo periodo

latente torna dificil estudar as causas do cancer (DHSS, 2008).

A.2.2 - CATEGORIAS

Existem varios tipos de cancer, e eles sdo agrupados em categorias mais amplas. As

principais categorias de cancer sdo:
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e (Carcinoma - cancer que comeca no epitélio ou nos tecidos que cobrem 6rgaos

internos.

e Sarcoma - cancer que comec¢a no 0sso, cartilagem, gordura, musculo, vasos

sanguineos, ou de outro tecido conjuntivo.

e Leucemia - cancer que comeca no sangue que tem formagdo na medula dssea e

provoca um aumento anormal de células do sangue a ser produzidos e entrar no sangue.
¢ Linfoma e mieloma - canceres que comecam nas células do sistema imunitario.

e Sistema nervoso central - canceres que comeg¢am nos tecidos do cérebro e

medula espinhal. (NCI, 2008).

A.2.3- ORGANIZACAO

A organizacao descreve a extensao ou expansao da doenca na hora do diagnostico.
E essencial para determinar a escolha da terapia. A fase de um cincer esta baseada no
tamanho do tumor primdrio, o local e se ele se estendeu para outras areas do corpo.
Viarios sistemas distintos sdo usados para classificar tumores. O TNM organiza o
sistema avaliando os tumores de trés modos: extensdo do tumor primario (T), auséncia
ou presen¢a de envolvimento de nodo de linfa regional (N), e auséncia ou presenca de
metastases distante (M). Uma vez o T, N, e M sdo determinados, uma fase de I, II, III,
ou IV ¢ nomeada com fase I o estagio de doenga prematura e fase IV o estagio de
doenga avangada. Um sistema diferente de organizacdo (em Situ, local, regional, ¢
distante) ¢ usado para analise descritiva e estatistica de dados de registro de tumor. Se as
células de cancer s6 estiverem presentes na camada de células onde eles desenvolveram

e ndo se estenderam, a fase estd em Situ. Se células de cancer estenderam além da

camada original de tecido, o cancer ¢ invasivo (ACS, 2008).

A.2.4 - CAUSAS

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo,
estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e

aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural, As causas internas
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sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, estdo ligadas a capacidade
de se defender das agressdes externas. Esses fatores causais podem interagir de varias

formas, aumentando a probabilidade de transformag¢des malignas nas células normais.

Todo fenotipo celular ¢ devido a uma interacdo entre o meio ambiente € seu
respectivo gendtipo. As neoplasias nao fazem excegdo e assim temos dois tipos de
agentes causadores: aqueles que afetam a estrutura genética e aqueles que afetam o

citoplasma e a membrana celular de modo permanente (INCA, 2008).

De todos os casos, 80% a 90% dos canceres estdo associados a fatores de risco. O
risco de cancer aumenta a medida que mais "fatores de risco" estdo presentes, por
exemplo, E mais provéavel, aproximadamente 23 vezes, que fumantes masculinos
desenvolvam cancer do pulmdo que nao-fumantes, assim o risco relativo de fumantes ¢
de 23. Também depende do estado geral de saude, idade e histérico familiar. Por
exemplo, mulheres que tém em primeiro-grau relativo (a mae, irma, ou filha) uma
historia de cncer de mama tém cerca de duas vezes o risco de desenvolver cincer de
mama comparando as mulheres que ndo t€m historico familiar (ABRALE; ACS; DHSS,

2008). Os principais fatores de riscos sdo:

e Tabagismo - Fumar tabaco, ou utilizar outros produtos do tabaco, e a exposi¢ao
regular ao fumo do tabaco sdo conhecidos por causar vdrios tipos de cancer. Fumar

provoca entre 85% e 90% de todos os canceres de pulmao.

e Dieta - Existe uma ligagdo entre uma dieta rica em gordura e cancer de colon,
utero e prostata. Alguns estudos indicam que também pode haver uma associagdo com o
cancer de mama. Estar com excesso de peso ou obesidade também esta ligado a varios
tipos de cancer. Por outro lado, alimentar-se de uma dieta saudavel, o que inclui cinco a
nove porgdes de frutas e vegetais por dia, bem como o consumo de fibra de graos,

podem ajudar a proteger contra alguns tipos de cancer.

e Exposicdo ao sol - Radiagdo ultravioleta do sol, e também proveniente de
lampadas de camas de bronzeamento artificial, causa danos na pele e podem causar

cancer de pele.

e Alcoolismo - Beber grandes quantidades de bebidas alcodlicas aumenta o risco
de cancer de mama, boca, garganta, esofago e laringe. Esses riscos aumentam ainda

mais se a pessoa for fumante.
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e Exposicdo em seu ambiente - Sendo exposta a metais, produtos quimicos /
pesticidas no seu ambiente doméstico ou profissional podem aumentar o risco de
cancer. Amianto, niquel, cddmio, uranio, radio, cloreto de vinila, benzidene e benzeno

sao exemplos bem conhecidos de todos os agentes cancerigenos no local de trabalho.

e Radiacdo - Exposicdo demasiada a certos tipos de radiacdo pode aumentar o
risco de cancer. Para reduzir as chances de cancer, médicos e dentarios utilizam raios X
ajustados para absorver a menor dose de radiagdo possivel. Exposi¢do demasiada nas
residéncias a radio podem aumentar o risco de cancer do pulmao, especialmente em

fumantes.

e Virus - Alguns canceres, nomeadamente cancer de colo do utero em mulheres,
sao causadas por virus. Apesar de o virus que leva ao cancer ser transmitidos de uma
pessoa para outra, o cancer em si nao € contagioso. Cancer nem sempre ocorre quando o
virus ¢ transmitido, e apenas alguns virus sdo conhecidos por causar cancer (DHSS,

2008).

A.2.5-ESTIMATIVAS

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo. No ano de 2007 houve
7,9 milhdes de mortes (cerca de 13% de todas as mortes). E esperado que este nimero
continue crescendo, com um valor estimado em 12 milhdes de mortes em 2030 (NCI).
Para o ano de 2008 estima-se que aproximadamente 565.650 americanos morram de
cancer, mais de 1.500 pessoas por dia. O Cancer ¢ a segunda maior causa de morte no
EUA sendo responsavel por 1 em cada 4 mortes. A tabela 3.1 mostra as estimativas do

nimero de mortes s por cancer nos EUA em 2008 (ACS, 2008).
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Tabela A.1. Estimativas, para o ano 2008, do nimero de mortes s de cancer nos EUA,

(ACS, 2008).
Masculino Feminino

Localizagéo primaria Estimativa de Localizagédo primaria Estimativa de

mortes mortes
Pulmao e bronquios 90,81 Pulmao e bronquios 71,03
Prostata 28,66 Mama 40,48
Colon e reto 24,26 Colon e reto 25,7
Pancreas 17,5 Pancreas 16,79
Figado 12,57 Ovario 15,52
Leucemia 12,46 Linfoma 9,37
Esofago 11,25 Leucemia 9,25
Bexiga urindria 9,95 Colo do utero 7,47
Linfoma 9,79 Figado 5,84
Rim e sistema renal 8,1 rcle;érrve:;g ¢ sistema 5,65
Todos os locais 294,12 Todos os locais 271,53

Nos Estados Unidos ¢ esperado diagnosticar aproximadamente 1.437.180 novos
casos de cancer em 2008 (ACS, 2008). No Brasil, as estimativas para o ano de 2008,
validas também para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de
cancer (INCA). As tabelas 3.2 e 3.3 mostram a estimativa de novos casos por tipos de
cancer para homens e mulheres nos Estados Unidos e Brasil respectivamente. A figura

A1 mostra a distribuicdo de novos casos por regido do Brasil.
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Tabela A.2. Estimativas, para o ano 2008, do numero
de novo casos s de cancer nos EUA, (ACS, 2008).

Masculino Feminino
Localizagdo priméria Estimativa de Locgliz,a(_;éo Estimativa de
NOVOoS casos primaria NOVOoS casos
Prostata 186.320 Mama 182.460
Pulmao e bronquios 114.690 Pulmao e bronquios 100.330
Colon e reto 77.250 Colon e reto 71.560
Bexiga 51.230 Colo do utero 40.100
Linfoma 35.450 Linfoma 30.670
Pele melanoma 34.950 Tiréide 28.410
Rim e sistema renal 33.130 Pele melanoma 27.530
E;iﬁ‘gl:de oral ¢ 25310 Ovério 21.650
Leucemia 25.180 Rim e sistema renal 21.260
Pancreas 18.770 Leucemia 19.090
Todos os locais 745.180 Todos os locais 692.000

Tabelas A.3. Estimativas, para o ano 2008, do nimero

de novos casos de cancer no Brasil, (INCA, 2008).

Masculino

Feminino

Localizagdo primaria

Estimativa de
NOVOoS casos

Localizagdo primaria

Estimativa de
NoVoSs casos

Proéstata 49.530 Mama 49.400
g;?gg:?’ Bronquio e 17.810 gﬁ?ﬁ?’ Bronquio e 9.460
Colon e Reto 12.490 Colon e Reto 14.500
Estomago 14.080 Estomago 7.720
- - Colo do Utero 18.680
Cavidade Oral 10.380 Cavidade Oral 3.780
Esofago 7.900 Esofago 2.650
Leucemias 5.220 Leucemias 4.320
Pele melanoma 2.950 Pele melanoma 2.970
Pele ndo melanoma 55.890 Pele ndo melanoma 59.120
Outras Localizacdes 55.610 Outras Localizagdes 62.270
Todos os locais 231.860 Todos os locais 234.870
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Figura A.2. Distribuigdo de novos casos por regido do Brasil (INCA, 2008).
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APENDICE B

Neste apéndice sdo apresentados os graficos das distribuigdes de freqiiéncias por

elemento para os grupos HPB, cancer e normal.

B.1 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DAS AMOSTRAS DE PROSTATA
COM HPB.
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15 +

Eventos

10 -

2000 4000 6000 8000

Concentracdo (ug.g™)

Figura B.1. Distribuicao de freqiiéncia de fosforo em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.2. Distribuigdo de freqiiéncia de enxofre em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.3. Distribuigdo de freqiiéncia de cloro em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.4. Distribuigao de freqiiéncia de potassio em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.5. Distribuig@o de freqiiéncia de calcio em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.6. Distribui¢ao de freqiiéncia de ferro em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.7. Distribuigao de freqiiéncia de cobre em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.8. Distribui¢do de freqiiéncia de zinco em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.9. Distribui¢ao de freqiiéncia de bromo em amostras de prostata com HPB.
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Figura B.10. Distribui¢do de freqiiéncia de cloro em amostras de prostata com HPB.

B.2 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DAS AMOSTRAS DE PROSTATA
COM CANCER.
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Figura B.11. Distribuicdo de freqiiéncia de féosforo em amostras de prostata com
cancer.
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Figura B.12. Distribui¢do de freqiiéncia de enxofre em amostras de prostata com

cancer.
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Figura B.13. Distribuicao de freqiiéncia de cloro em amostras de prostata com cancer.
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Figura B.14. Distribuicdo de freqiiéncia de potassio em amostras de prdostata com

cancer.
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Figura B.15. Distribuigdo de freqiiéncia de calcio em amostras de prostata com cancer.
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Figura B.16. Distribuicdo de freqiiéncia de ferro em amostras de prostata com cancer.
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Figura B.17. Distribuicao de freqiiéncia de cobre em amostras de prostata com cancer.
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Figura B. 18. Distribui¢édo de freqiiéncia de zinco em amostras de prostata com cancer.
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Figura B. 19. Distribuicao de freqiiéncia de bromo em amostras de prostata com cancer.
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Figura B.20. Distribui¢do de freqiiéncia de rubidio em amostras de prostata com
cancer.

B.3 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DAS AMOSTRAS DE PROSTATA
NORMAIS.
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Figura B.21. Distribuicdo de freqiiéncia de fosforo em amostras de prostata normal.
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Figura B.22. Distribuigdo de freqiiéncia de enxofre em amostras de prostata normal.
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Figura B.23. Distribuigdo de freqiiéncia de cloro em amostras de prostata normal.
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Figura B.24. Distribuicdo de freqiiéncia de potassio em amostras de prostata normal.
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Figura B.25. Distribuicao de freqiiéncia de calcio em amostras de prostata normal.
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Figura B.26. Distribuicao de freqiiéncia de ferro em amostras de prostata normal.
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Figura B.27. Distribuicédo de freqiiéncia de zinco em amostras de prostata normal.
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Figura B.28. Distribuicao de freqiiéncia de bromo em amostras de prostata normal.
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Figura B.29. Distribuicao de freqiiéncia de rubidio em amostras de prostata normal.
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APENDICE C

C.1-DISTRIBUICOES DE FREQUENCIAS

As distribui¢des de freqiiéncias podem ser simétricas ou assimétricas. Elas sdo ditas
simétricas quando a média, mediana e moda sdo iguais, ou seja, apresentam um mesmo
valor, ou ainda, coincidem num mesmo ponto. E sdo assimétricas quando a média,
mediana ¢ a moda recaem em pontos diferentes da distribuicdo, isto €, apresentam
valores diferentes, sendo que o deslocamento desses pontos pode ser para a direita ou

para a esquerda (TOLEDO, 1995; BUNCHAFT, 1997). A figura C.1 mostra trés tipos

de distribuicdes onde: X =média, X =mediana e Mo = moda.

(b) (c)

|
1
1 1
1 1
XX Mo

Simérica assimeétrica positiva dassimétrica negativa

Figura C.1. Tipos de distribuigdes (AUREA, 2008).

C.1.1- CARACTERISTICAS DE UMA DISTRIBUICAO.
C.1.1.1 - MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL.

As medidas de tendéncia central indicam onde se concentram a maioria dos dados.

As medidas sdo:

Média: é a média aritmética de uma distribui¢do de dados, ela fornece um unico
nimero que fornece um resumo aproximado da distribui¢do, mas nao informa sobre a

maneira como os dados estdo distribuidos, em alguns casos ela ndo ¢ considerada a

103



melhor medida de posicdo para um conjunto de dados, por exemplo, em uma

distribuicao assimétrica.

e Mediana: ¢ o valor situado no centro da distribuigdo de freqiiéncias estando os
valore dos dados ordenados de forma crescente, ou seja, a mediana é o valor que ocupa
a posicdo eqiiidistante dos extremos, dividindo o conjunto em duas partes iguais, 50%
dos dados tomam valores menores ou iguais ao valor da mediana e os 50% restantes

acima. Ela ¢ a medida mais util em uma distribuig¢ao assimétrica.

e Moda: ¢ o valor do dado de maior freqiiéncia numa distribui¢ao. Ela pode nio

existir ou pode ter mais de um valor (TOLEDO, 1995; BUNCHAFT, 1997).

C.1.1.2 - MEDIDAS DE POSICAO.

As medidas de posi¢do tém por objetivo indicar onde é o ponto de corte para uma

certa posicao. As medidas mais utilizadas sdo:

e Quartil: ¢ a separacdo dos dados em 4 partes iguais. Quartis: Q1 - primeiro
quartil; Q2 - segundo quartil e Q3 - terceiro quartil. A figura A.2 mostra a divisdo em

quartis,

e Decil: ¢ a separagdo dos dados em 10 partes iguais. Decis: D1 - primeiro decil;

....; D9 - nono decil,

e Percentil: ¢ a separacdo dos dados em 100 partes iguais. Percentis: P1 - primeiro

percentil; ...; P99 - percentil 99 (TOLEDO, 1995; BUNCHAFT, 1997).
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Figura A.2. Divisdo em quartis (EDNALDO, 2008).

C.1.1.3 - MEDIDAS DE DISPERSAO.

As medidas de dispersdo medem o grau de variabilidade ou dispersdo dos dados, as

principais medidas sdo:

e Amplitude: ela mede a distancia entre 0 menor valor maximo e minimo, ela ¢
uma estatistica rudimentar, pois embora dd4 uma no¢do de dispersdo ela nao diz qual ¢
sua natureza. A amplitude interquartil, ou comprimento da caixa ¢ a distancia entre o
primeiro e terceiro quartil, ¢ muito util para detectar valores extremos, e ¢ muito usado

no diagrama de BOX-PLOT.

e Desvio médio: é a média aritmética dos valores absolutos dos desvios dos

valores da variavel em relacao a média,

e Variancia: ¢ a medida estimada ou calculada que determina a variagdo dos
valores entre si, ou seja, quanto menor este valor menor serd a diferenca entre os valores

dos elementos do conjunto de dados.

e Desvio padrido: O desvio padrdo ¢ o afastamento atribuido ao acaso, ou seja, o

erro amostral, que o conjunto de dados contém.

e Coeficiente de variacao: E uma medida de dispersdo relativa. Ele expressa o

desvio padrao que obteriamos se a média representasse o indice 100. E definida como o
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quociente entre o desvio padrdo e a média, multiplicado por 100, para expressar

porcentagem (TOLEDO, 1995; BUNCHAFT, 1997).

C.2 - DISTRIBUICAO NORMAL.

A distribui¢do normal ¢ um exemplo de distribui¢do simétrica. O tracado grafico da
distribui¢do normal parece o contorno de um sino. A curva de distribuicdo normal ou
simplesmente curva normal € caracterizada por dois parametros: a média e o desvio
padrdo (ou a varidncia). O ponto maximo da fun¢do ocorre no valor médio (situado ao
centro da curva, que ¢ simétrica), a distancia entre ele e cada um dos pontos em que
muda a direcdo da curvatura, a esquerda e a direita da média corresponde ao valor do

desvio padrao (CAMPOS, 1976; TRIOLA, 1999).

C.2.1- OS PARAMETROS DA DISTRIBUICAO NORMAL.

Qualquer conjunto de dados numéricos pode-se calcular a média, porém, desvio-
padrdo, somente nas distribui¢des normais, pois por defini¢do, desvio-padrao ¢ o ponto
de inflexao da curva normal. Sao eles em numero de dois ¢ simétricos em relacdao a
média da distribuicdo. Portanto, distribui¢cdes assimétricas jamais podem ter desvio-
padrdo porque, mesmo que tenham pontos de inflexdo, como possuem muitas outras
curvas matematicas, eles dificilmente seriam simétricos em relagdo a média (CAMPOS,

1976; TRIOLA, 1999).

C.3- ANALISE ESTATISTICA.
C.3.1 - ESCOLHA DO TESTE ESTATISTICO

Dentre os inumeros testes e técnicas estatisticas que se apresentam no contexto de
um trabalho de pesquisa, ¢ natural um certo grau de desorientacdo inicial quanto a
identificacdo daqueles que sdo ou ndo aplicaveis a cada situacdo. Para se poder realizar

a escolha adequada, ¢ importante considerar algumas condigdes. Estas condi¢des sao:

e Numero de variaveis: O numero de grupos distintos analisados (Um ou mais),
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o Relacoes entre amostras: Refere-se a duas ou mais amostras serem ou nao
pareadas, ou seja, consistirem ou ndo das mesmas entidades ou de entidades

relacionadas,
e C(lassificacao da variavel: Qualitativa ou quantitativa,

Qualitativa: Podem ser nominal quando classificam fendmenos, exemplos: género:
(masculino e feminino), raca (branco, negro, etc,) e podem ser ordinal quando
classificam o sentido de dire¢do ou hierarquia, por exemplo: o estagio de uma doenca

(Estagio 1, 2, 3) o grau de severidade de um tumor (Grau I, I, III) e etc,

4

Quantitativa: podem ser discreta ou continua. Discreta quando ¢ contada ou
numerada, e s6 admitem numeros inteiros, por exemplo levantamento do numero de
filhos, idade, etc. Continua quando os dados sdo medidos, por exemplo: altura, peso,

temperatura, etc,

e Dependéncia entre varidveis: A existéncia de relacdo entre as variaveis, serem

associadas ou independentes entre si,

e Distribui¢do de freqiiéncia: paramétrica (distribui¢do normal) ou ndo-

paramétrica (distribuigdo livre) (SIEGEL, 1975).

C.3.1.1 - TESTES PARAMETRICOS.

Os testes estatisticos podem ser divididos em dois grandes grupos, conforme
fundamentem ou ndo os seus calculos na premissa de que a distribuicdo de freqiiéncia ¢
normal, as variancias sao homogéneas, os efeitos dos fatores de variacao sao aditivos e
os erros independentes. Se tudo isso ocorrer, ¢ provavel que a distribuicdo seja
aceitavelmente simétrica, terd apenas um ponto maximo, centrado no intervalo de classe
onde esta a média da distribui¢do, e o seu histograma de freqii€ncias terd um contorno
que seguira aproximadamente o desenho em forma de sino da curva normal. O
cumprimento desses requisitos condiciona, pois a primeira escolha do pesquisador, uma
vez que, se forem preenchidos, ele podera utilizar as estatisticas paramétricas, cujos
testes sdo em geral mais poderosos do que os da estatistica ndo paramétrica, e
conseqiientemente devem ter a preferéncia do investigador, quando o seu emprego for

permitido (CAMPOS, 1976; TRIOLA, 1999).
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C.3.1.2 - TESTES NAO-PARAMETRICOS.

Para a utilizacdo de testes ndo-paramétricos, supde-se que a distribui¢do de seus
dados experimentais ndo seja normal ou que ele ndo tenha elementos suficientes para
poder afirmar que seja. Na duvida quanto a essa informacdo, nada impede que se opte
pelo uso da estatistica ndo-paramétrica. As estatisticas ndo paramétricas, também
chamadas de distribuicdo livre, sdo aquelas utilizadas quando os dados que estdo sendo
analisados ndo atendem aos pressupostos associados as técnicas paramétricas de analise.
O que ndo se pode fazer é argumentar em termos de desvios ou erros padrdes, embora
possa perfeitamente fazé-lo pura e simplesmente em termos de médias. A principal
desvantagem dos procedimentos ndo paramétricos ¢ o menor poder das estatisticas em
comparagdo aos equivalentes paramétricos € as vantagens sobre o paramétrico sao:
aplica-se a amostra pequena (n< 30); dispensa-se suposi¢do da distribui¢do da
populagdo; aplica-se a dados nominal e ordinal; permite empregar amostras
heterogéneas ou oriundas de populacdes diferentes; e possuem maior simplicidade do

ponto de vista de calculo (SIEGEL, 1975).
C.3.2 - COMPARACOES ENTRE AMOSTRAS.

As tabelas 1 e 2 indicam os testes estatisticos que podem ser aplicados para a

comparagdo entre os parametros de dois ou mais grupos de dados.

Tabela C.1. Testes estatisticos para a comparagao entre os parametros

de grupos de dados com distribuigdo paramétrica.

Namero de Tipo de Relacao Escglg Andlises Aplicaveis
Amostras Numerica
Duas Pareadas Continua Teste t de Student Pareado
Duas Nao Pareadas Continua Teste t de Student
Trés ou Mais Pareadas Continua ANOVA ¢/ Medidas Repetidas
Trés ou Mais Nao-Pareadas Continua ANOVA ¢/ Grupos Independentes
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Tabela C.2. Testes estatisticos para a comparagao entre os parametros

de grupos de dados com distribui¢do ndo paramétrica.

Ntmero de Tipo (Ee Escala Numérica Andlises Aplicaveis
Amostras Relagao
. , Teste de Friedman, Sign-Test,
Duas Pareadas Ordinal, Continua Wilcoxon Matched-Pairs Test
Duas Pareadas Nominal Dicotomica* Teste de McNemar
Teste Mann-Whitney U, Wald-
Duas Nao Pareadas Ordinal, Continua WOlfOWItZ. Runs Test,
Kolmogorov-Smirnov Two-Sample
Test
Duas Nio Pareadas Nominal Teste de Qui-Quadrado
(Homogeneidade)
Trés ou Mais Pareadas Ordinal, Continua ANOVA de Friedman
Trés ou Mais Pareadas Nominal Teste Q de Cochran

Trés ou Mais

Nao-Pareadas

Ordinal, Continua

ANOVA de Kruskal-Wallis

* Variavel com apenas dois valores ou duas categorias (variavel binaria).
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

