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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensatr,
nédo seremos capazes de resolver os problemas causados

pela forma como nos acostumamos a ver o mundo.”

(Albert Einstein)



RESUMO

O cigarro € um sério problema de saude publica. Segundo os dados da
Organizagdo Mundial da Saude, estima-se que atualmente mais de 1,2 bilhdes de
pessoas em todo o mundo faca uso do tabaco e esse € responsavel por
aproximadamente 6 milhdes de mortes a cada ano. Com a atencao voltada a isso,
se faz necessario buscar meios preventivos e prognosticos de tentar reduzir esses
numeros e alertar a populagdo de um modo geral sobre o perigo e os maleficios do
seu uso. Desta maneira, o objetivo do presente trabalho € avaliar e comparar a
composi¢cao quimica da saliva coletada de individuos fumantes e nao fumantes
através da técnica de Fluorescéncia de Raios-X. A metodologia baseou-se na
selegao de 32 individuos, sendo 16 individuos que faziam uso do cigarro diariamente
e outros 16 que nunca fumaram. A saliva foi coletada com ajuda de uma pipeta de
Pasteur descartavel e as amostras encaminhadas ao Laboratorio de Fisica Nuclear
Aplicada da UNISO (LAFINAU), onde foram realizadas as analises. Os individuos
que aceitaram participar da pesquisa, responderam um questionario para delimitar o
perfil de inclusdo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Parecer
do CEP n° 831.753 de 09/10/2014). Os resultados, demostraram que existem
diferengcas nas concentracbes dos elementos quimicos, quando comparamos o
resultado das analises das amostras de salivas de fumantes e n&do fumantes. As
maiores discrepancias foram encontradas nas concentragbes dos elementos
quimicos Enxofre, Fosforo, Cloro e Potassio e diferengcas menores na concentragao
dos elementos Calcio, Manganés, Ferro, Cobre, Titanio, Vanadio e Niquel. Os
resultados indicam que o habito de fumar, produz mudangas mais significativas na
saliva das mulheres do que na dos homens, aumentando a concentragao de alguns
elementos na saliva das mulheres fumantes, muito mais do que na dos homens
fumantes. O tempo de uso do cigarro também parece influenciar mais na
composicao da saliva das mulheres do que na dos homens, indicando que os danos
produzidos pelo uso do cigarro, podem ser maiores nas mulheres do que nos

homens.

Palavras-chave: Fluorescéncia de Raios-X. Raios-X. Saliva. Tabaco. Fumantes

Homens. Fumantes Mulheres.



ABSTRACT

Cigarette smoking is a serious public health problem. According to data from
the World Health Organization, it is estimated that currently more than 1.2 billion
people worldwide do tobacco use and this accounts for about 6 million deaths every
year. With attention to this, it is necessary to seek preventive and prognostic of trying
to reduce these numbers and alert the public in general about the danger and the
harm caused by its use. Thus, the objective of this study is to evaluate and compare
the chemical composition of the collected saliva of smokers and nonsmokers by X-
ray Fluorescence technique. The methodology was based on the selection of 32
individuals, 16 individuals who used cigarette daily and 16 who have never smoked.
Saliva was collected with the help of a disposable Pasteur pipette and samples sent
to Applied Nuclear Physics Laboratory of UNISO (LAFINAU), where analyzes were
performed. Individuals, who agreed to participate of this study, answered a
questionnaire to define the profile of inclusion and signed an informed consent form
(CEP Protocol n°® 831.753 of 09/10/2014). The results showed that there are
differences in the concentrations of the chemical elements, when we compare the
test results of samples of saliva of smokers and nonsmokers. The biggest
discrepancies were found at concentrations of the chemical elements Sulfur,
Phosphorus, Chlorine and Potassium and smaller differences in the concentration of
the elements Calcium, Manganese, Iron, Copper, Titanium, Vanadium and Nickel.
The results indicate that smoking produces more significant changes in the saliva of
women than in men, increasing the concentration of some elements in the saliva of
women smokers, much more than in the male smokers. The cigarette usage time
also appears to influence over the composition of the saliva of women than in men,
indicating that the damage caused by cigarette use, may be higher in women than in

men.

Keywords: Fluorescence X-rays. X-ray. Saliva. Tobacco. Men smokers. Women

smokers.
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1 INTRODUGCAO
1.1 O tabagismo

O Brasil, segundo dados do LENAD (Levantamento Nacional de Alcool e
Drogas) de 2012, tem aproximadamente 20 milhées de fumantes, porém no passado
esse numero era maior. Em pesquisa realizada em 2006, 20,8% da populagao dizia
fumar diariamente em média 12,9 cigarros por dia; seis anos mais tarde este numero
diminuiu, contudo, o consumo diario aumentou para aproximadamente 14,1 cigarros
e os fumantes passaram a representar 16,9% da populagao (INCA, 2014).

Nos ultimos anos a expectativa de vida e o poder aquisitivo do brasileiro tém
aumentado e isso refletiu diretamente ao estilo de vida da populagéo. O perfil do
fumante no pais esta em transi¢cdo; os homens ainda s&o os maiores consumidores
de cigarro, cerca de 65% em relagao as mulheres. A regiao sul é onde concentra
maior numero de fumantes, 20,2%, visto também que é a regido com mais industrias
de beneficiamento de tabaco e, dentre as classes socioecondmicas, a D e E, que
juntas a renda néo ultrapassa um salario minimo, tem a propor¢ao de fumantes na
faixa de 19,9%, a maior registrada no pais (IBGE, 2004; INCA, 2014; MADRUGA et
al., 2010).

A segunda maior causa de morte no mundo, segundo a Organizagao Mundial
da Saude (OMS), é o tabagismo. Associado a mais de 50 tipos de doengas, o ato de
fumar além de prejudicar o proprio fumante, causa maleficios aqueles que o cercam
também. Por ano, acredita-se que aproximadamente 6 milhdes de pessoas morrem
vitimas de doencas associadas ao fumo e a perspectiva para 2030 € que esse
numero ultrapasse os 8 milhdes (INCA, 2014).

Medidas socioeducativas e preventivas fazem parte da politica de saude
publica, as criangas e os jovens sdo os principais alvos das campanhas antitabaco e
leis estdo sendo criadas a fim de diminuir cada vez mais a exposi¢cdo a fumaca
alheia. Como ocorreu em 2009, com a criagado da Lei estadual n® 13.541 que aboliu
o0 chamado fumédromo e tornou proibido em todo estado de S&o Paulo, fumar em
ambientes fechados de uso coletivo, seja publico ou privado. Visto a elegibilidade e
sucesso de tal medida, o Governo Federal aprovou e, em dezembro de 2014,
estendeu-a a todo territorio brasileiro (LEI ANTIFUMO, 2014).
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1.2 A acgao do cigarro no organismo

No cigarro estdo presentes inumeras substancias quimicas potencialmente
toxicas. Acredita-se que sejam mais de mil componentes entre substancias
carcinogénicas e gases e metais toxicos (GUNNERBECK et al., 2014). A fumaga do
tabaco, quando tragada, € inalada para os pulmdes, que possuem um grande fluxo
sanguineo, as substancias entdo, passam a barreira alveolar e, em
aproximadamente 10 segundos, s&o distribuidas pelo sistema circulatorio até atingir
o cérebro. Tal velocidade chega a ser comparada a uma aplicagdo intravenosa de
medicamento (RANG et al., 2007).

O principal componente do cigarro que causa a dependéncia € a nicotina,
encontrada em todo derivado de tabaco, € uma substancia psicoativa que age no
nucleo accumbens no Sistema Nervoso Central, regido que quando estimulada,
defere sensacdo de prazer, o que explica a satisfacdo que o fumante tem ao
fumar. Com o consumo continuo e prolongado da nicotina, o cérebro se adapta e
passa a precisar de doses cada vez maiores para manter o mesmo nivel de
satisfagdo que tinha no inicio. Esse efeito € chamado de tolerancia a droga. Com o
passar do tempo, o fumante passa a ter necessidade de consumir cada vez mais
cigarros (RANG et al., 2007).

Essa exposicdo cronica aos mais diversos compostos quimicos € o
responsavel pelas patologias associadas ao tabagismo. Segundo dados da OMS,
30% das mortes por cancer estao diretamente ligadas ao cigarro, assim como, 90%
do cancer de pulmao. Além disso, o infarto agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral, hipertensdo arterial e principalmente as préprias patologias das vias
respiratérias, como a DPOC (Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica). Mais de 85%
dos pacientes diagnosticados com DPOC eram ou ainda sao fumantes (OMS, 2014;
RANG et al., 2007).

1.3 Saliva

Produzida por diferentes glandulas no interior da cavidade oral, a saliva tem um
importante papel na manutengdo da saude bucal. Composta por 95% de agua, a
saliva é um fluido heterogéneo que armazena células mortas, proteinas, compostos
organicos e inorganicos (ABRAHAM et al., 2010; CLETO, 2013; SANCHEZ et al.,
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2008). A saliva além de desempenhar importante papel no auxilio da mastigagéo &
responsavel por dar inicio ao processo de digestdo através da quebra de amido
ainda na boca pela enzima a-amilase e promover importante papel na manutengcao
da integridade dos tecidos e dentes (LIMA et al., 2008).

Estima-se que um ser humano adulto produza em média 1 a 1,5 litros de saliva
ao dia o que faz surgir grande interesse por este material tdo abundante e de facil
coleta (SANCHEZ et al., 2008; LIMA et al., 2008).

Segundo Cleto (2013), hoje em dia ha diversas linhas de pesquisa utilizando
amostras de saliva para fins diagnésticos, para marcadores de doengas e

identificacdo de disfun¢des do organismo.

1.4 Fluorescéncia de Raios X

A Fluorescéncia de Raios X (XRF) & um tipo de analise multielementar que
consiste na leitura espectrométrica dos raios-X caracteristicos provenientes da
excitacdo dos atomos de uma amostra. Esta técnica qualitativa e quantitativa
permite identificar e estabelecer a proporcdo dos elementos de maneira nao
destrutiva, viabilizando a empregabilidade nas mais diversas areas (ESTEVAM,
2005; PARREIRA, 2006).

Para que ocorram as transicbes eletrbnicas que originardo o0s raios-X
caracteristicos é necessario retirar os elétrons das camadas mais internas do atomo,
as chamadas camadas K, L, M, através da incidéncia de um feixe de radiagao sobre
a amostra analisada (Figura 1) (SANCHEZ et al., 2008; PARREIRA, 2006).

Figura 1 — Incidéncia do feixe de radiagéo sobre o elétron.

e

Fotoelétron
AE = E-E,

E

Radiacao incidente
(tubo de raios-x ou
radiois6topo)

Fonte: Adaptado de AMPTEK. Disponivel em: <http://www.amptek.com/xrf/>. Acesso em: 01 fev.
2016a.
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Quando estas transicbes sao provocadas, os elétrons superiores tendem a
realizar um salto quantico para preencher o espaco deixado, com isso se emite uma
particula de energia muito bem definida denominada féton (Figura 2). O féton entéo,
que é caracteristico de cada elemento quimico que o emitiu, € detectado por um
detector que possui alta resolugdo em energia, conseguindo com isso, separar 0s
raios-X caracteristicos dos diferentes elementos emissores, permitindo assim a
identificacdo e quantificagdo dos elementos quimicos presentes na amostra. Esta
técnica é denominada Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia (EDXRF)
(CLETO, 2013).

Figura 2 — llustragao dos saltos quanticos realizados pelos elétrons.

Fonte: Adaptada de AMPTEK. Disponivel em: <http://www.amptek.com/xrf/>. Acesso em: 01 fev.
2016a.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A técnica de Fluorescéncia por Raios-X (XRF) ja esta bastante difundida na
area da saude. Diversos autores se utilizam deste método, baseado na fisica
nuclear, para corroborar com pesquisas € meios mais rapidos e reprodutiveis para
analises diagnosticas das mais variadas areas. Dessa forma, assegurando no futuro,
um leque maior de opgbes no momento de fechar um laudo ou diagnéstico de
maneira precisa e segura.

Em contrapartida, o uso da XRF tradicionalmente esta empregado nos mais
diversos setores, desde a mineragdo até na restauracdo de obras de arte
(PARREIRA, 2006; CESAREOQO, 2013). Mas, sem duvida nas areas biolégicas € que
se tem ganhado destaque e, pensando nesse aumento do poderio experimental,
diversas pesquisas envolvendo a técnica de XRF tem sido realizadas com
resultados bastante promissores (SANCHEZ et al., 2008).

Concomitantemente a tudo isso, o emprego de XRF no campo
socioambiental, agricultura, bem-estar e pesquisa esta em ascensao. Rios no interior
do estado do Parana, por exemplo, foram monitorado a fim de avaliar propriedades
fisico-quimicas e medir ions metalicos encontrados de suas aguas. Este trabalho de
Espinoza-Quifiones (2010) teve como objetivo completar um catalogo de avaliagao
ambiental, utilizando-se desta tecnologia fundamentada na excitagcéo de elétrons.

MELQUIADES et al. (2011) avaliou o capim em que o gado pastava e se
alimentava, com auxilio da XRF, e encontrou a presenca de chumbo em uma
extensa area de pastagem.

Margui; Queralt; Hidalgo (2009) também ressaltaram a importancia dessa
técnica para a dosagem de metais nas matrizes vegetais em areas ambientais e
industriais. Uma excelente forma que avaliar risco de contaminagédo ou
simplesmente processos bioldgicos da planta. Ainda, segundo os autores, além de
possuir uma ampla faixa dindmica, alto rendimento e baixo custo por determinagéao,
a XRF se destaca na quantificacdo de P, S, Cl e Br, pois sao elementos dificeis de
determinar por outros métodos analiticos.

Zamburlini et al. (2007), por exemplo, realizou andlise in vivo para dosar os
niveis de estroncio (Sr) depositados nos ossos 22 individuos através da XRF, um

elemento que se deposita uniformemente nos ossos, da mesma maneira que o
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calcio, e esta naturalmente presente na agua e solo. Os locais escolhidos para a
amostragem foi o dedo indicador e a articulagado tibial do tornozelo, o tempo de
analise foi de 30 min a E=35,5 keV. Neste estudo eles conseguiram observar niveis
maiores desse elemento em pessoas de origem asiatica e sugerem estar ligado a
dieta.

Nie et al. (2011) também realizou experimentos com a XRF in vivo, o objetivo
foi investigar uma metodologia e a viabilidade desta, para quantificar a presenga de
chumbo depositado nos 0ssos.

Alguns autores, como Cleto (2013) e Sanchez et al. (2008), realizaram testes
com a saliva e também com o fluido do sulco gengival coletado direto da glandula.
No caso dos experimentos de Cleto (2013) que teve como o objetivo de avaliar a
diferenca do fluido em relagdo a saliva bruta extraida da regido bucal, constatou-se
algumas diferengcas relevantes quando comparadas para alguns elementos
pesquisados.

Ja Sanchéz et al. (2008) aprofundou seus estudos analisando os fluidos orais
de mulheres afetadas pela osteoporose e osteopenia, doenca que afeta na sua
maioria o sexo feminino na faixa etaria de 50 anos e é caracterizada pela baixa da
densidade 6ssea. Os resultados obtidos foram bastante reveladores, dentre os
inumeros elementos quimicos encontrados nas amostras, em especial o Ca e Zn,
que sao esséncias para estruturagao 6ssea, aparecem em maior quantidade quando
comparado ao grupo controle (mulheres saudaveis), esse resultado deixa claro que
esses elementos ndo estdo sendo reabsorvidos pelos ossos como seria o correto,
sendo encontrados assim, numa concentragdo maior em outras areas do corpo. E
destacam ainda que com esforcos para melhorar a estatisticas das analises por
XRF, colaboraram muito para estudar diferentes fases da doenca no futuro.

Experimentalmente, Lima et al. (2008) utilizando a técnica de Fluorescéncia
de raios-x pelo método de Reflexdo total (TXRF) verificou o aumento da
concentragdo do ion calcio na saliva de ratos com hipotireoidismo.

Ensaio com saliva de fumantes envolvendo a XRF ja foi realizado
anteriormente, porém com uma metodologia diferente. Abraham et al. (2010)
utilizou-se de TXRF usando radiagdo Sincrotron, na ocasido os autores conseguiram
mensurar diferengas nos valores de atomos presentes na saliva e no fluido gengival

de pessoas que faziam uso do tabaco e da populagao controle.
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Alguns trabalhos, avaliaram também a composigdo quimica do proprio cigarro
de diferentes marcas comercializadas em paises como México, China, Paquistdo e
Estados Unidos. Embora, ndo seja resultados tdo assustadores em nivel
quantitativo, tragcos de elementos potencialmente toxicos foram encontrados (Cu, Zn,
Ba, Sr e Ti) (MARTINEZ, et al., 2008). Contudo, andlises em cigarros paquistaneses,
realizadas por Ajab et al (2014) demonstraram elevados niveis de chumbo e tragos
de cadmio e cromo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar através da técnica de fluorescéncia de raios X, amostras de saliva de

individuos fumantes e ndo fumantes de ambos os sexos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar qualitativamente e quantitativamente os elementos quimicos presentes
nas amostras de salina.

Comparar os valores dos diferentes elementos quimicos encontrados na
saliva dos individuos fumantes e nao fumantes.

Identificar a presenga de elementos quimicos nocivos a saude humana. Fazer

as correlacdes necessarias a fim de identificar maleficios do habito de fumar.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras

Foram selecionados 32 individuos adultos, sendo 16 fumantes e 16 nao
fumantes, que aceitaram voluntariamente participar desta pesquisa mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A), onde
afirmaram ter compreendido com clareza o objetivo do estudo e estarem cientes dos
procedimentos que seriam realizados.

Foi também aplicado um questionario aos participantes (APENDICE B), para
assim tragarmos o perfil dos voluntarios.

A participagao nesta pesquisa se resumia em conceder uma amostra unica de
saliva, coletada pelo proprio participante ou com auxilio do pesquisador, num volume
minimo de 1,5 mL.

Como todo experimento que envolve a pesquisa com seres humanos, este
projeto foi submetido antecipadamente ao Comité de Etica em Pesquisa da Uniso
(CEP-Uniso), obtendo aprovagao para ser realizado segundo consta no Parecer n°
831.753 emitido pelo CEP em 09 de outubro de 2014 (ANEXO A).

A selecdo dos participantes e coleta das amostras foi realizada entre os
meses de Outubro/2014 a Margo/2015, nas Unidades Basicas de Saude do
municipio de Aragoiaba da Serra, estado de Sao Paulo, com autorizagédo prévia da
Secretaria de Saude local, conforme ANEXO B.

4.1.1 Critérios de inclusao

Como critérios de inclusdo deste estudo foram adotados os seguintes
parametros: maiores de 18 anos, saudaveis e todos aqueles que se enquadraram
dentro do grupo de fumantes ou ndo fumantes.

Segundo a OMS, é considerado fumante todo aquele que inala a fumaga da
combustdo de derivados de tabaco atualmente e ja fumou 100 cigarros na vida. E,
desta forma, para este estudo padronizamos como sendo ndo fumantes aqueles que

nunca fizeram uso do tabaco.
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4.1.2 Critérios de exclusao

Foram utilizados como critério de exclusdo, os individuos que se declararam
ex-fumantes; portadores de alguma patologia cronica ou algum tipo de enfermidade
na regido bucal; aqueles que faziam uso diario de medicamentos ou que estivessem
expostos rotineiramente a agentes toxicos.

Em especifico para os individuos ndo fumantes, foi considerado critério de
exclusao, aqueles que declararam estar expostos indiretamente a fumaga de cigarro

regularmente (fumante passivo).

4.2 Coleta

As amostras foram coletadas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur graduada
(3mL), descartavel e estéril (Figura 3a), diretamente da cavidade bucal dos
participantes, sendo um procedimento pouco invasivo e indolor (Figura 3b).

Os individuos nao deveriam ter se alimentado ou realizado nenhum método de
higiene bucal nas ultimas horas que antecederam a coleta, para assim, evitar
interferentes, como por exemplo, o carbonato de calcio que esta presente em

cremes dentais, dentre outros elementos.

Figura 3 — Coleta. (a) Pipetas descartaveis e (b) llustracao da coleta.

(a) (b)

4
\ = / I
Fonte: (a) Elaboracgdo Proépria.

(b) Adaptada de Vlab. Disponivel em: <http://www.vidrariadelaboratorio.com.br/
observacao-de-celulas-da-mucosa-bucal-microscopio/>. Acesso em: 01 fev. 2016.
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4.3 Analise do material

Uma vez coletada, a pipeta com a amostra era levada até o Laboratorio de
Fisica Nuclear Aplicada (LAFINAU), localizado na Universidade de Sorocaba
(Uniso), sito a Rodovia Raposo Tavares Km 92.5, Cidade Universitaria Prof. Aldo
Vannucchi, 18023-000, Sorocaba, SP, e transferida para um recipiente de
polipropileno (PP) de aproximadamente 20 mm de didmetro e 5 mm de
profundidade.

Em seguida as amostras eram excitadas, usando-se uma fonte de raios-X com
alvo de Tungsténio, fabricada pela empresa Hamamatsu Photonics K. K., modelo L-
6731-01, podendo ser operada na faixa de tensdes entre 20KV e 80 KV e no
intervalo de corrente entre 0 e 100 yA. Apds a excitagdo das amostras, os raios-X
caracteristicos foram lidos e discriminados por um sistema de fluorescéncia
comercializado pela empresa Amptek Inc., modelo X-123SSD. A Figura 4a mostra
uma fotografia do sistema de detecgdo dos raios-X caracteristicos e a Figura 4b
mostra uma fotografia da fonte de raios-X.

O tempo de leitura de cada amostra foi de 1800 segundos, a tenséo e corrente
de operagdo da fonte de raios-X foram ajustados para 25 kV e 99 pA. Estes
parametros foram escolhidos apos analise da melhor configuragc&o, que produzisse a
melhor estatistica na producdo de raios-X caracteristicos, dos elementos de
interesse presentes nas amostras de saliva.

O sistema de fluorescéncia composta pela fonte de raios-X mais sistema de
deteccdo eram ligados sempre com pelo menos uma hora antes do inicio das
analises, a fim de estabilizar os sistemas eletrénicos e, por consequéncia, diminuir
ruidos e flutuagdes dos componentes eletrénicos, garantindo assim tomadas de
dados mais uniformes e confiaveis.

Os resultados qualitativos e quantitativos foram analisados via software XRS-
FP, fornecido pela Amptek.
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Figura 4 — Sistema de ED-XRF. (a) Detector e sistema discriminador X-123SSD da marca Amptek
Inc. e (b) Fonte de raios-X da marca Hamamatsu.

Fonte: (a) AMPTEK. Disponivel em: <http://amptek.com/product/x-123sdd-complete-x-ray-
spectrometer-with-silicon-drift-detector-sdd/>. Acesso em: 19 jan. 2016b.

(b) Hamamatsu Photonics K. K., Disponivel em :

<http://doc.chipfind.ru/hamamatsu/I673101.htm> . Acesso em: 19 jan. 2016.

O sistema de fluorescéncia foi calibrado através do uso de amostras
padronizadas e de controle. As amostras de controle foram produzidas no LAFINAU,
usando-se elementos quimicos com alto grau de pureza, diluidos em agua ultrapura,
obtida via sistema de purificacdo Mili-Q®, com diferentes concentragdes. As
amostras foram feitas com os mesmos elementos quimicos que se pretendia medir
nas amostras de saliva, a fim de calibrarmos o sistema de detecgcdo e obtermos os
limites minimos detectaveis (LMD) para os elementos quimicos de interesse. As
amostras de saliva foram acomodadas em porta amostras feitos de Polipropileno,
que é um polimero composto por atomos de carbono e hidrogénio [férmula quimica:
(CsHe)n 1, que ao serem excitados, ndo produzem raios-X caracteristicos, com
energia suficiente para ser detectados pelo sistema de fluorescéncia, né&o

interferindo, portanto, no resultado da analise elementar.
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4.4 Obtencao dos dados

Os dados experimentais contendo informagdes sobre os raios-X
caracteristicos, provenientes da excitacdo de cada amostra, eram visualizados,
calibrados em energia e apresentados na forma de espectros, através do software
DppMCA (Amptek Inc.), conforme mostra a Figura 4, onde no eixo das abscissas
temos a energia dos raios-X caracteristicos e no eixo das ordenadas a quantidade
de eventos. Os picos mostrados na Figura 4, representam elementos quimicos
presentes na amostra em analise.

A identificagdo e correlagdo dos picos com os elementos quimicos presentes,
é feita através da analise da energia dos raios-X caracteristicos emitidos. Na Figura
5, mostramos um espectro feito de uma placa de ago (Ago 316), usada na calibragao
em energia do sistema de fluorescéncia, sendo que o primeiro pico destacado
corresponde a uma das excitagdes do elemento Ferro (E = 6.40 KeV) e o segundo
pico a uma das excitagbes do elemento Molibdénio (E = 17.48 KeV). Na Figura 6
mostramos uma carta contendo todos os elementos quimicos e as energias
principais, dos raios-X caracteristicos emitidos por estes elementos.

Figura 5 — Gréfico gerado pelo software DppMCA, para uma placa de ago 316, usada na calibragéo
em energia do sistema de fluorescéncia.

File View MCA Display Analyze DPP Help

BEEHESBE 028 % B0 o DML @e @ K EWMER.GE &y

—=— Fe (E=6.40 KeV) 0PS (e 12250
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Channels 4,096
LLD Thresh 0.68% FS
Fast Thresh 9.62
Peak Time 9.60usS
Gain 59.99x

Mo (E=17.48 KeV) mp-

Gain Delta

Preset Mode

Preset

Accum Time 600.00
Real Time 610.75

Total Count 7,325,271
Input Count 10,738,777
Input Rate  17,930.05
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Start: 03/05/2015 13:32:15
Status:  disconnected
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Peak Information:

Channe 06 g2l | cenuswa
0 — - oM
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Ready F Set Communications

Nota: Os picos destacados correspondem aos raios-X caracteristicos emitidos pelos elementos Ferro
e Molibdénio, respectivamente.

Fonte: Elaboragao Prépria.
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Figura 6 — Tabela Periddica mostrando a energia dos raios-X caracteristicos, emitidos pelos
elementos quimicos para as excitagdes principais, destacando os atomos de Fe e Mo.
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Fonte: Adaptada de AMPTEK. Disponivel em: <http://www.amptek.com/pdf/xraychrt.pdf>. Acesso em:
20 jan. 2016c.

Apés a calibragdo em energia, usamos outro software fornecido pela empresa
Amptek Insc., o XRF-FP, que identifica e quantifica os raios-X caracteristicos
emitidos por cada elemento presente na saliva. O software XRF-FP permite ainda,
que o usuario escolha o modo de trabalho desejado dentre as varias possibilidades.
Optamos por trabalhar no modo onde o usuario entra com as curvas de calibragao,
obtidas da analise das amostras padronizadas. O software XRF-FP também permite
a subtracao do fundo, deconvolucao de picos superpostos e analise e tratamento de
diferentes tipos de artefatos que podem surgir em espectros de fluorescéncia, como
por exemplo, pico soma, pico de escape, etc. A Figura 7 mostra um espectro tipico
produzido pelo programa XRF-FP e a Figura 8 o relatério que o programa fornece
para cada amostra analisada.
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Figura 7 — Espectro tipico fornecido pelo programa XRF-FP.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 8 — Relatério tipico gerado pelo programa XRF-FP, ao final de cada analise, apresentando
concentragao (w/w).

Concentracao (%)

Sample Table
Layer Ccmponent Type Concn. Error Units Moles Error
1 Al Calc 2.973 0.195 wt.% 4.076 0.268
b § Ca Calc 47.080 0.172 wT.% 43.458 0.159
1 c1 Calc 0.054 0.044 wt.% 0.057 0.046
1 Fe Calc 1,396 0.018 wt. % 0.925 0.012
1 K Calc 0.708 0.021 wt.% 0.670 0.020
1 Mg Calc 0.000 0.000 wt. % 0.000 0.000
1 Na Calc 0.090 0.305 wWC.% 0.145 0.491
1 | 4 Calc 0.000 0.000 wt. % 0.000 0.000
1 S1 Calc 9.356 0.29% WC.% 12.323 0.382
1 s Calc 1.192 0.031 wt. % 1.378 0.036
b § T1 Calc 0.163 0.012 wWT.% 0.126 0.009
1 Cr Calc 0.000 0.000 wt.% 0.000 0.000
1 Mn Calc 0.113 0.007 wet.% 0.076 0.004
1 Zn Calc 0.010 0.001 wt.% 0.006 0.001
1 Sr Calc 0.176 0.005 wT. % 0.074 0.002
Element Table
Elmt Line Cond Ratio Intensity Error Intensity Conc. Conc Calibration
Code Code Method (c/3) (c/s) Method Method Coefficient
Na Ka 1 None 0.193 0.4634 Gaussian 0.090 FP 1779194000000000000000000000
Mg Ka 1 None 0.000 0.6123 Gaussian 0.000 FP 3945375000000000000000000000
Al Ka 1 None 33.304 1.5463 Gaussian 2.973 FP 1759261000000000.000
i Ka 1 None 128.887 2.8270 Gaussian 9.356 FP 313270000000.000
P Ka 1 None 0.000 1.1442 Gaussian 0.000 FP 1349539000000000000000000000
S Ka 1 None 187.671 3.4552 Gaussian 1.192 FP 410500400.000
C1 Ka 1 None 2.850 1.6458 Gaussian 0.054 FP 8666207.000
K Ka 1 None 237.534 5.0178 Gaussian 0.708 FP 2211879.000
Ca Ka 1 None 9100.920 23.5280 Gaussian 47.080 FP $58680.000
T1 Ka 1 None 27.798 1.3899 Gaussian 0.163 EFP 281348.200
Cr Ka 1 None 3.27¢ 0.9724 Gaussian 0.000 FP $712624000000000000000000000
Mn Ka 1 None 43.704 1.7834 Gaussian 0.113 EP 135136.000
Fe Ka 1 None 588.8526 $.2598 Gaussian 1.396 144 104801.900
Zn Ka 1 None 23.099 1.6501 Gaussian 0.010 FP 243260.900
34 Ka 1 None 168.352 3.1495 Gaussian 0.17 FP 91618.250
Analysis Conditions
$ Taxg Filter Thick. XV uld ---Detector--- Thick. Atmos Presec Actual
mg/cm2 Type Filter mg/cm2 Time (s) Time(s)
1 Ag None 0.00 30.0 S0.0 Si drift None 0.0 Air 0.0 197.6

Fonte: Elaboragéo propria.
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O procedimento de analise descrito acima foi conduzido para todas as
amostras de saliva (individuos fumantes e ndo fumantes), e os resultados obtidos
serdo apresentados e discutidos na sequencia, levando-se em consideragdo os

objetivos inicialmente propostos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Escolha de parametros ideais e calibragado do sistema

Iniciamos este trabalho, procurando qual seria a configuracdo ideal do
sistema de fluorescéncia, a fim de detectarmos e quantificarmos os diferentes
elementos quimicos presentes na saliva humana. Existem na literatura trabalhos
envolvendo a deteccdo destes componentes, porém usando uma outra técnica de
fluorescéncia de raios-X, diferente da que utilizamos neste estudo. A técnica
escolhida por nés, € denominada Fluorescéncia de Raios-X por Dispersao em
Energia (EDXRF), que embora menos sensivel que outras ja utilizadas para analise
de saliva, como a técnica de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total (TXRF), a
EDXRF pode ser facilmente implementada em laboratérios de pesquisa de pequeno
porte.

Como os elementos de interesse presentes na saliva, na sua grande maioria,
possuem numero atémico baixo (S, CI, P, K, etc.) optamos por trabalhar com uma
fonte de raios-X, que usa como alvo na produgao dos raios-X o elemento quimico
Tungsténio (W). Neste caso, podemos utilizar os raios-X das transigdes L deste
elemento, que possuem energia relativamente baixas (E = 8.40 KeV e E = 9.67 KeV)
ideais para a excitagao dos elementos leves presentes nas amostras de saliva.

A fim de termos a estatistica de eventos suficientes, o tempo de excitacdo de
cada amostra foi escolhido com sendo de 1800 segundos. Apds, definimos os
demais parametros do sistema de aquisi¢cao de dados, como tensdo de operagao da
fonte de raios-X, escolhida para V=25 KV e a corrente da fonte de raios-X, ajustada
para a maxima suportada pela fonte, ou seja, i=99 pA, iniciamos a tomada de dados
das amostras de controle.

Antecedendo cada tomada de dados, era feito a calibragcdo em energia do
sistema de fluorescéncia, usando para isso uma amostra certificada de Aco 316,
fornecida com o equipamento. Esta amostra de Ago 316, segundo o fabricante,

contém os elementos e concentragdes mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Elementos e concentragdes presentes na amostra certificada de Ago 316.

Elemento quimico Valores Certificados (NIST)* (%)
Cr 18.450+0.25
Mn 1.630+0.01
Fe 65.190+0.07
Ni 12.180+0.05
Cu 0.169+0.001
Mo 2.380+0.01

Nota: ~NIST- National Institute of Standards and Technology.

Fonte: Elaboragao prépria.

A calibragdo em energia é feita identificando-se picos e fixando a energia dos
raios-X caracteristicos emitidos por estes elementos, conforme mostrado na Figura
4.

5.2 Amostras de Controle

ApOs a calibragdo em energia, iniciamos a calibragdo do Programa XRF-FT,
usando amostras de controle especialmente construidas para esta finalidade,
contendo elementos quimicos com concentragcdes conhecidas, em solucdes de:
Enxofre (S), Cloro (Cl), Potassio (K), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Fosforo (P),
Calcio (Ca), Ferro (Fe), Cobre (Cu), Titanio (Ti) e Niquel (Ni), dentre outros. Para
todos os elementos foram feitas amostras, com no minimo 3 concentracgdes distintas,
permitindo com isso a construgdo de curvas de calibragdo, relacionando a
concentragdo verdadeira da solugédo (ppm) com o numero de contagens por
segundo (cont/s), obtidos pelo sistema de fluorescéncia, conforme mostrado nas
Figuras 9, 10, 11 e 12 para os elementos S, Cl, K e Cr, respectivamente. Graficos

como estes foram feitos para todos os elementos de interesse.
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Figura 9 — Gréfico da concentragéo verdadeira de Enxofre (ppm) em fungdo do numero de raios-X

caracteristicos que chega no detector, em cont/s.
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desvio quadratico médio.

Fonte: Elaboracgao Prépria.

Figura 10 — Gréfico da concentragéo verdadeira de Cloro (ppm) em fungdo do nimero de raios-X

caracteristicos que chegam no detector, em cont/s.
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Nota: A linha vermelha mostra a reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu respectivo

desvio quadratico médio.

Fonte: Elaboracgao Prépria.
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Figura 11 — Gréfico da concentragédo verdadeira de Potassio (ppm) em fungéo do nimero de raios-X

caracteristicos que chegam no detector, em cont/s.
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Nota: A linha vermelha mostra a reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu respectivo

desvio quadratico médio.

Fonte: Elaboracgao Prépria.

Figura 12— Gréfico da concentracéo verdadeira de Cromo (ppm) em fungdo do numero de raios-X

caracteristicos que chegam no detector, em cont/s.
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Nota: A linha vermelha mostra a reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu respectivo

desvio quadratico médio.

Fonte: Elaboracgao Prépria.
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Uma vez obtidas as retas de calibracdo, o ponto onde esta reta cruza o eixo
das ordenadas, nos fornece o Limite Minimo Detectavel (LMD) para aquele
elemento, ou seja, analisando as figuras 8, 9, 10 e 11 obtemos para o LMD, 79.468,
366.39, 82.424 e -49.623 ppm, respectivamente. Como o grafico referente ao
elemento Cromo cruza o eixo das ordenadas abaixo do zero (negativo), significa que
temos sensibilidade de partes por bilhdo (ppb) na detecgao deste elemento. Os LMD
para todas as amostras usadas na calibracdo do sistema de fluorescéncia séo

mostrados na Figura 13.

Figura 13 — Grafico mostrando o LMD (ppm) em fungdo do Numero Atdmico do elemento quimico
analisado.
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Fonte: Elaboragao prépria.

5.3 Caracterizagao das amostras

Para caracterizacao dos individuos participantes, foi montado o quadro abaixo
de modo de tragar o perfil dos sujeitos de estudo para futura comparagéao de dados

(Tabela 2).



Tabela 2 — Caracterizagao dos participantes.

36

Amostragem
Amostra ?I\:l)::; (I::gse) Fumante (Fu) / Nao fumante (NF) -{ae::)r:; (332?:11732)
1 M 30 NF - -
2 F 55 NF - -
3 F 56 Fu 43 30
4 F 27 NF - -
5 F 46 Fu 20 20
6 F 43 NF - -
7 F 54 NF - -
8 M 27 NF - -
9 M 52 NF 50 -
10 F 35 Fu 17 10
11 F 20 Fu 3 15
12 F 51 Fu 30 20
13 F 59 Fu 40 20
14 F 65 Fu 42 15
15 F 19 NF - -
16 F 34 NF - -
17 F 23 NF - -
18 F 33 NF - -
19 F 42 NF - -
20 F 31 NF - -
21 F 26 NF - -
22 M 27 NF - -
23 F 26 NF - -
24 M 48 Fu 28 20
25 M 36 Fu 15 10
26 M 41 Fu 26 20
27 F 53 Fu 12 20
28 F 49 Fu 35 30
29 F 46 Fu 26 16
30 M 33 Fu 17 30
31 M 24 Fu 4 10
32 M 21 Fu 6 20

Fonte: Elaboragao prépria.
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5.4 Resultados das analises por fluorescéncia de raios-X.

Como o tempo de analise para cada amostra era relativamente longo, fizemos
apenas algumas medidas em triplicada, para termos parametros para fixarmos o erro
envolvido nas medidas de fluorescéncia. Apds obter o espectro de fluorescéncia das
32 amostras, o software XRF-FP, nos forneceu quais os elementos que estavam
presentes e a suas respectivas quantidades em ppm.

5.4.1 Enxofre

Como pode ser visto na Figura 14, ocorre uma grande variagdo na quantidade
de enxofre entre os individuos analisados. Em alguns individuos ndo detectamos a
presenca deste elemento, provavelmente por ter ficado abaixo do LMD, que para o
Enxofre era de 79 ppm. A concentragdao média de enxofre em todas as amostras
analisadas foi de 13691416 ppm. O desvio padrao da média neste caso é enorme

mostrando uma grande variabilidade do elemento, nas diferentes amostras

analisadas.
Figura 14 — Concentragéo de Enxofre nas amostras.
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Fonte: Elaboragao prépria.
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5.4.2 Niquel

Para todas as amostras o elemento Niquel foi detectado em concentracdes
proximas ao LMD que era de 31 ppm, conforme mostra a Figura 15. A concentragao
média de Niquel foi de 38+14 ppm.

Figura 15 — Concentracao de Niquel nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.3 Fosforo

O elemento Fésforo foi encontrado apenas em 8 amostras, conforme mostra a
Figura 16. O LMD para este elemento era de 100ppm. A concentragdo meédia
considerando apenas as amostras onde o fésforo foi detectado foi de 20411953

ppm.
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Figura 16 — Concentracdo de Fosforo nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.4 Cloro

O elemento Cloro foi encontrado em todas as amostras analisadas, conforme
mostra a Figura 17. O LMD para este elemento era de 127 ppm. A concentragao
média de cloro foi de 1912+1175 ppm.

Figura 17 — Concentragéo de Cloro nas amostras.
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Fonte: Elaboragao prépria
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5.4.5 Potassio

O elemento Potassio foi detectado em todas as amostras, conforme mostra a
Figura 18. O LMD para este elemento era de 82 ppm. A concentragdo média de
Potassio encontrada nas amostras foi de 9048+630 ppm.

Figura 18 — Concentragédo de Potassio nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.6 Calcio

O elemento calcio foi detectado em todas as amostras, conforme mostra a
Figura 19. O LMD para este elemento era de 44 ppm. A concentracdo média de
Calcio foi de 85+44 ppm.

Figura 19 — Concentragédo de Calcio nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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5.4.7 Cromo

O elemento Cromo foi detectado apenas como elemento trago, ou seja, em
baixissima concentragdo, conforme mostra a Figura 20. Porém o LMD para este
elemento foi de 950 ppb, indicando que tinhamos sensibilidade para detectar
quantidades da ordem de 1 ppm, conforme mostra a Figura 13. Dentre as amostras
onde este elemento foi detectado, a média encontrada foi de 1.2+0.7 ppm.

Figura 20 — Concentragdo de Cromo nas amostras.
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Fonte: Elaboragao prépria.

5.4.8 Manganés

A Figura 21 mostra as concentragdes do elemento Manganés nas amostras
analisadas. O sistema de fluorescéncia também se mostrou muito sensivel na
deteccdo do Manganés, sendo o LMD de 999,97 ppb. A concentragcdo média de
Manganés foi de 5.1+1.7 ppm.
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Figura 21 — Concentragdo de Manganés nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

549 Ferro

O elemento Ferro apresentou pouca variabilidade dentre as amostras
analisadas. O LMD para o Ferro era de 21 ppm. A Figura 22 mostra que para varios
individuos o valor detectado estava abaixo do LMD, indicando um erro maior no
valor determinado. O valor médio encontrado foi de 1915 ppm.

Figura 22 — Concentragdo de Ferro nas amostras.
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5.4.10 Cobre

A Figura 23 mostra as concentragbes obtidas para o elemento Cobre. O LMD
para este elemento era de 40 ppm. A média encontrada para este elemento foi de
42+7 ppm.

Figura 23 — Concentragédo de Cobre nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.11 Titanio

A Figura 24 mostra as concentragées obtidas para o elemento Titanio. O LMD
para este elemento nao foi determinado experimentalmente, porque 0 mesmo é
pouco soluvel em agua e nas concentragdes que deveriamos fazer as calibragées, o
mesmo se depositava no fundo do recipiente, impossibilitando a medida. O Valor do
LMD obtido utilizando a curva de calibracdo LMD = 1.3973z° - 68.596z + 844.14 foi

de 11 ppm. O valor médio encontrado para este elemento foi de 136 ppm.
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Figura 24 — Concentragao de Titanio nas amostras.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.4.12 Vanadio

O elemento Vanadio foi encontrado em poucas amostras e em concentracdes

muito baixas, conforme mostra a Figura 25.

Figura 25 — Concentragéo de Vanadio nas amostras.
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O LMD também nao foi medido experimentalmente para o elemento Vanadio.
O Valor do LMD obtido utilizando a curva de calibragdo LMD = 1.3973Z> - 68.596z +
844.14 foi de 6 ppm. O valor médio encontrado para este elemento foi de 1.3+1.2

ppm.

5.5 Analise comparativa dos resultados

Uma vez identificado e quantificado os principais elementos presentes nas
amostras, fizemos um estudo comparativo das concentragdes encontradas nos dois
grandes grupos utilizados neste trabalho, ou seja, individuos fumantes e néo
fumantes. Como as concentragdes variam muito de elemento para elemento, para
facilitar a visualizagdo, os dados seréo apresentados divididos em dois grupos, a
saber: a) os de maior concentragdo envolvendo os elementos S, P, Cl e K e b) os
que possuem concentracdo menor, envolvendo os elementos Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V
e Ni. Os erros foram estimados das medidas feitas em triplicata, ficando entre 15% a
20%. As Figuras 26 e 27 mostram as concentragdes dos elementos encontrados nas

amostras de saliva de individuos fumantes e ndo fumantes.

Figura 26 — Grafico de concentragdo média (ppm) dos elementos quimicos: S, P, Cl e K, encontrados
nas amostras de saliva de fumantes e ndo fumantes.

3000

2500

2000
1500
B Fumantes
B Nao Fumantes
1000
) ' '
0
S P Cl K

Elementos

Concentragédo (ppm)

o

Fonte: Elaboragao prépria.
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Figura 27 — Gréafico de concentragdo média (ppm) dos elementos quimicos: Ca, Mn, Fe, Cu, Ti,V e
Ni, encontrados nas amostras de saliva de fumantes e ndo fumantes.
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Fonte: Elaboragao prépria.

A Figura 26 mostra que a concentragao dos elementos S, P, Cl e K aumentam
com o habito de fumar. Para os elementos que aparecem em menores
concentragdes, mostrados na Figura 27, ou seja, Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V e Ni o habito
de fumar parece interferir menos na concentracao destes elementos, mas em média
mostrando um pequeno acréscimo na concentracdo dos elementos na saliva dos
fumantes.

Quando separarmos por sexo estes dois grupos e analisamos a concentragéao
dos diferentes elementos quimicos presentes na saliva dos fumantes masculinos e

femininos, encontramos diferengas, conforme mostram as Figuras 28a e 28b.
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Figura 28 — Gréfico de concentragdo média (ppm) dos elementos quimicos encontrados nas amostras
de saliva de individuos n&o fumantes divididos por sexo. (a) Elementos: S, P, Cl e K. (b) Elementos:
Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V e Ni.
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Concentragdo Fumante Masculino.

Fonte: Elaboragéo propria.

A Figura 28a mostra que em média a saliva dos ndo fumantes de ambos os

sexos possuem concentragcdes proximas, com excec¢ao do elemento S, que aparece
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numa concentragdo maior na saliva dos homens. No entanto, analisando a Figura
28b, para os elementos de maior concentragao (S, P, Cl e K), é evidente o aumento
na concentracdo destes elementos na saliva dos individuos fumantes do sexo
feminino, indicando que o habito de fumar, parece influenciar mais na composi¢ao
da saliva das mulheres do que na dos homens.

A Tabela 3 traz os valores mostrados nos graficos das Figuras 27 e 28.

Tabela 3 — Comparagéo dos valores obtidos (concentragdo média e desvio) entre os sexos masculino
e feminino em individuos fumantes e n&o fumantes.

Elemento Fumante Nao Fumante
quimico Masc. Fem. Masc. Fem.
S 13711205 18394275 15354230 326+49
P 15084226 2786+417 17334260 19274289
Cl 15374230 2863+429 19324290 1301+£196
K 885+132 16064240 10024150 679£102
Ca 76+11 10515 7111 77+12
Mn 6+1 5+1 4+1 5+1
Fe 203 203 203 1843
Cu 396 4146 4116 4547
Ti 17+3 1242 1042 142
Vv 1£0.2 2+0.3 1£0.2 1£0.2
Ni 447 3916 2945 3846

Fonte: Elaboragao prépria.

As Figuras 29a e 29b, mostram todos os dados agrupados para uma melhor
visualizagdo do que ocorre, com a concentragdo dos elementos presentes na saliva,

separados entre fumantes e ndo fumantes e divididos por sexo.
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Figura 29 — Gréfico de concentragdo média (ppm) dos elementos quimicos encontrados nas amostras
de saliva de individuos fumantes e ndo fumantes divididos por sexo. (a) Elementos: S, P, Cl e K.

(b) Elementos: Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V e Ni.
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Legenda: Conc. Fum. Fem. = Concentragdo Fumante Feminino, Conc. NF. Fem. = Concentragdo Nao
Fumante Feminino, Conc. Fum. Masc. = Concentragdo Fumante Masculino, Conc. NF. Masc. =
Concentragdo Fumante Masculino.

Fonte: Elaboragéo propria.

Quando analisamos a concentragdao dos elementos quimicos (S, Cl, K e Ca)

dos fumantes dos sexos feminino e masculino, em funcdo do tempo de uso do

cigarro, também observamos uma tendéncia de aumento na concentragdo destes



50

elementos em fungdo do tempo de uso do cigarro para o sexo feminino e uma
diminuigdo no caso do sexo masculino, conforme mostram as Figuras 30 e 31.
Analisando-se o coeficiente angular da reta que melhor ajusta os dados
experimentais, no caso dos fumantes do sexo feminino, todas apresentam um
coeficiente angular positivo, indicando um aumento na concentragéo dos elementos
analisados. No caso do sexo masculino, com excegao do ajuste linear relativo ao
elemento Ca, as demais retas possuem coeficiente angular negativo, indicando

diminuicdo da concentragdo com o tempo de uso do cigarro, para estes elementos.

Figura 30 — Comparativo de concentragdo x tempo de consumo em fumantes femininos.
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Fonte: Elaboragao Prépria.
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Figura 31 — Comparativo de concentragdo x tempo de consumo em fumantes masculinos.
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Fonte: Elaboracgao Prépria.

Quando analisamos a concentragao dos principais elementos presentes na
saliva dos fumantes masculinos e femininos em fungdo da quantidade de cigarros
consumidos ao longo de um dia, verificamos que para o sexo masculino as
concentragdes tendem a diminuir em fungédo do numero de cigarros consumidos,
muito mais do que a diminuicdo média encontrada para o sexo feminino, conforme
mostram as Figuras 32, 33, 34, 35 e 36 para os elementos S, K, Ni e ClI,
respectivamente.

Como o habito de fumar para o publico em geral (masculino e feminino), em
média, aumenta a concentragcédo de alguns elementos quimicos presentes na saliva,
as Figuras 32, 33, 34, 35 e 36 parecem indicar que o consumo de poucos cigarros
diarios, teria um efeito de aumentar a concentracdo destes elementos quimicos,

muito mais do que o consumo de muitos cigarros por dia. Por outro lado, o fumante



52

masculino que fuma varios cigarros diariamente, os dados mostram uma tendéncia
de diminuigdo na concentragao de alguns elementos, muito mais do que o verificado
nos fumantes do sexo feminino, indicando que o habito de fumar parece ser mais

maléfico para o sexo feminino do que para o masculino.

Figura 32 — Grafico da Concentracdo (ppm) em fungédo do numero de cigarros consumidos por dia. A
reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu desvio quadratico médio é mostrado no
grafico, para o elemento quimico Enxofre, de individuos fumantes dos sexos masculinos (M) e
femininos (F).
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Fonte: Elaboragao Prépria.

Figura 33 — Grafico da Concentracdo (ppm) em fungédo do nimero de cigarros consumidos por dia. A
reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu desvio quadratico médio € mostrado no
grafico, para o elemento quimico Potassio, de individuos fumantes dos sexos masculinos (M) e
femininos (F).
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Fonte: Elaboragao Prépria.
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Figura 34 — Grafico da Concentracdo (ppm) em fungdo do numero de cigarros consumidos por dia. A
reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu desvio quadratico médio € mostrado no
grafico, para o elemento quimico Calcio, de individuos fumantes dos sexos masculinos (M) e
femininos (F).
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[
40,00 [ J ® [ ]
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20,00
0,00 0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
® Ca e—Linear (Ca) ® Ca e—Linear (Ca)

Fonte: Elaboragao Prépria.

Figura 35 — Grafico da Concentracdo (ppm) em fungdo do numero de cigarros consumidos por dia. A
reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu desvio quadratico médio € mostrado no
grafico, para o elemento quimico Niquel, de individuos fumantes dos sexos masculinos (M) e
femininos (F).

= -0,5529x + 54,471 y = -1,2711x + 63,614
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0,00 : : : . 0,00 : ; ; .
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¢ Ni Linear (Ni) ¢ Ni Linear (Ni)

Fonte: Elaboragao Prépria.
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Figura 36 — Grafico da Concentracdo (ppm) em fungdo do numero de cigarros consumidos por dia. A
reta que melhor se ajusta aos dados experimentais e seu desvio quadratico médio € mostrado no
grafico, para o elemento quimico Cloro, de individuos fumantes dos sexos masculinos (M) e femininos

(F).
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Fonte: Elaboragao Prépria.

A analise destes dados de forma geral indica que o habito de fumar acarreta
mudancas na concentracdo dos elementos quimicos presentes na saliva. A
mudanga é mais significativa na concentracado dos elementos S, P, Cl e K. Para os
elementos Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V e Ni as mudancgas encontradas por nés foram
pequenas, e se consideramos os desvios envolvidos nestas medidas, nao podemos
afirmar que houve mudanga na concentragdo destes elementos. Ao compararmos a
saliva de fumantes e ndo fumantes as alteracdes nas concentracdes sdo maiores na
salina dos fumantes do sexo feminino. Quando analisamos os dados em funcao do
tempo em que o individuo faz uso do cigarro, os dados indicam que a concentragéo
dos elementos tende a aumentar com o tempo do uso do cigarro para 0 sexo
feminino e diminuir para o masculino. Por fim, a analise da concentragdo dos
elementos em fungdo do consumo de cigarros por dia, indica que em meédia, as
concentragbes de alguns elementos diminuem conforme o numero de cigarros
consumidos diariamente cresce, com uma diminuicdo maior para os fumantes do
sexo masculino. Como para o publico em geral, o consumo de cigarro tende a
aumentar a concentracdo dos elementos, pode-se concluir que o habito de fumar

parecer ser mais prejudicial para o sexo feminino do que para o masculino.
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As Figuras 37 e 38 mostram os resultados deste trabalho comparados com
dados que Abraham et al., (2010) obteve para analise de saliva, usando a Técnica
de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total (TXRF).

Figura 37 — Grafico da concentragao (ppm) dos elementos S, P, Cl e K obtidos neste trabalho,
comparados com dados de Abraham et al., (2010).

3000,00
2500,00

2000,00

‘|V EFu
1500,00 I .
1000,00 mFu (literatura)
I I NF (literatura)
500,00
0,00 . I *ox =
S P cl K

Elementos

Concentragdo (ppm)

Nota: * N&o apresenta resultado para esse elemento.

Legenda: Fu = Fumantes, deste trabalho; NF = N&o fumantes, deste trabalho; Fu (literatura) =
Fumantes, segundo dados de Abraham et al., (2010); NF (literatura) = Nao Fumantes, segundo dados
de Abraham et al., (2010).

Fonte: Elaboragao Prépria.
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Figura 38 — Grafico da Concentracdo (ppm) dos elementos Ca, Mn, Fe, Cu, Ti, V e Ni obtidos neste
trabalho, comparados com dados de Abraham et al., (2010).
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o
o 50,00 I NF (literatura)

i i i i
i |
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Ca Mn Fe Cu Ti \ Ni

Elementos

Nota: * N&o apresenta resultado para esse elemento.

Legenda: Fu = Fumantes, deste trabalho; NF = N&o fumantes, deste trabalho; Fu (literatura) =
Fumantes, segundo dados de Abraham et al., (2010); NF (literatura) = Nao Fumantes, segundo dados
de Abraham et al., (2010).

Fonte: Elaboragao Prépria.

Para alguns elementos quimicos os valores de concentragdo obtidos neste
trabalho sdo iguais aos dados encontrados na literatura, como no artigo publicado
por Abraham et al., (2010), exemplo sdao os elementos K, Ca, Fe, Cu e Ti para
fumantes e Fe e Ti para ndo fumantes, porém ha discrepancias para as
concentracdes dos demais elementos tanto para fumantes como para ndo fumantes.

Estas diferengcas podem estar relacionadas a sensibilidade das técnicas utilizadas.
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6 CONCLUSAO

Mostramos neste trabalho que € possivel utilizar a técnica de EDXRF para
analise de saliva humana, em detrimento de outra técnica muito utilizada e até mais
sensivel denominada TXRF, porém de implementacdo mais trabalhosa para
pequenos laboratérios de pesquisa.

Os resultados qualitativos obtidos da analise da saliva indicaram a presenga
dos seguintes elementos quimicos: S, Ni, P, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Cu, Tie V. Em
uma amostra de saliva, de um individuo do sexo feminino e nao fumante foi
detectado a presenga do elemento Arsénico, na concentragdo de 47+37 ppm. As
maiores concentragcdes para os individuos fumantes foram dos elementos S, P, Cl e
K, com valores acima de 1000ppm. Os demais elementos analisados para os
individuos fumantes ficaram abaixo de 100ppm.

Os dados mostram que a concentracao dos elementos encontrados na saliva,
tende a ser maior para os individuos fumantes quando comparado aos nao
fumantes. Os dados indicam que ocorrem maiores mudangas na saliva dos
individuos fumantes do sexo feminino. A diferengca de concentracdo encontrada
para os elementos S, P, Cl e K para a saliva de individuos do sexo feminino € maior
que aquela vista para os individuos do sexo masculino.

Quando analisamos a concentragdao dos elementos quimicos S, Cl, K e Ca
dos individuos fumantes, em fung¢do do tempo de uso do cigarro, observamos uma
tendéncia de aumento na concentracdo destes elementos em fungdo do tempo de
uso do cigarro para o sexo feminino e uma diminuigdo no caso do sexo masculino.

Quando analisamos a concentragao dos elementos S, K, Ni e Cl presentes na
saliva dos fumantes masculinos e femininos em fungdo da quantidade de cigarros
consumidos ao longo de um dia, verificamos que para o sexo masculino as
concentragbes tendem a diminuir em fungdo do numero de cigarros consumidos,
muito mais do que a diminuicdo média encontrada para o sexo feminino.

Como o habito de fumar para o publico em geral (masculino e feminino), em
média, aumenta a concentragédo de alguns elementos quimicos presentes na saliva,
0s nossos resultados indicam que o consumo de poucos cigarros diarios, teria um
efeito de aumentar a concentracao destes elementos quimicos, muito mais do que o

consumo de muitos cigarros por dia. Por outro lado, o fumante masculino que fuma
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varios cigarros diariamente, os dados mostram uma tendéncia de diminuigdo na
concentragéo de alguns elementos, muito mais do que o verificado nos fumantes do
sexo feminino, indicando que o habito de fumar parece ser mais maléfico para o
sexo feminino do que para o masculino.

Por fim se compararmos os dados deste estudo com os encontrados na
literatura, nossos dados corroboram para alguns elementos as medidas da literatura,

mas aparecem algumas discrepéncias para a concentragédo de outros elementos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa ESTUDO DA COMPOSIGCAO QUIMICA
DA SALIVA DE FUMANTES E NAO FUMANTES UTILIZANDO A TECNICA DE FLUORESCENCIA
DE RAIOS-X, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. José Martins de Oliveira Jr e Antonio
Ademar Poles Jr, a qual pretende analisar a composi¢gado quimica da saliva coletada de individuos
fumantes e compara-la a saliva de individuos nao fumantes.

Sua participagéo é voluntaria e se dara por meio de fornecimento de amostra de saliva, a qual
sera coletada com o auxilio de uma pipeta de plastico descartavel e estéril.

Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sdo nulos, ndo podendo causar
qualquer tipo de injuria. Se vocé aceitar participar, estara contribuindo com relevante auxilio a
pesquisa. Nosso empenho esta voltado para contribuicdo de métodos de diagndstico precoce de
doencas e de identificacdo de disfungbes do organismo, a tempo de trata-las.

Se depois de consentir em sua participagéo o (a) Sr(a). desistir de continuar participando, tem
o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou
depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a)
Sr(a). n&o tera nenhuma despesa e também néo recebera nenhuma remuneragéo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nao sera divulgada, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr(a). podera entrar em contato com o pesquisador pelo
telefone (15) 99779-7072 ou no endereco: R. Maj. Martiniano Soares, 746, Dr. Laurindo, Tatui/SP,
CEP: 18271-630.

Consentimento Pés—-Informacgéao

Eu, , fui informado

sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragao, e entendi a explicagao.
Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair
quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo

pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

, de de 201_.
(Cidade) (Dia) (Més)

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador
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APENDICE B — QUESTIONARIO

. Sexo: ( )Masc. ( )Fem.

Idade: anos

Possui alguma doenga cronica?
( )Sim ( )Nao Qual?

. Profissao?

Esta exposto a componentes téxicos de alguma maneira?
( )Sim ( )Nao

E fumante?
( )Sim  ( )Nao

Se a resposta for “sim”:
Ha quanto tempo?

Quantos cigarros por dia?

Se a resposta for “ndo”:

Na sua residéncia tem alguém que fuma?

( )Sim ( )Nao

Tem contato direto com a fumaga de cigarro por algum periodo do dia?
( )Sim ( )Nao
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 831.753
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Apresentagao do Projeto:
Trata-se de uma analise através da técnica de Fluorescéncia de Raios X da saliva de fumantes e nao

fumantes. Os voluntarios responderdo um questionério para tragar o perfil do participante e, em seguida
doardo uma amostra de saliva.

)

Objetivo da Pesquisa:

Analisar através da técnica de fluorescéncia de raios-X, amostras de saliva de individuos fumantes e nio
fumantes.

Avaliar quali e quantitativamente os elementos quimicos presentes nas amostras coletadas.

Comparar os valores encontrados entre individuos fumantes e ndo fumantes.

Identificar a presenga ou n&o de elementos nocivos a satide humana.

Fazer correlagdes entre as possiveis doengas apresentadas pelos individuos objetos desta pesquisa, com a
presenca de determinadas substancias na saliva destes individuos e, com isso, criar mecanismos de
prevengéo de determinadas doengas a partir do diagnéstico precoce das mesmas, através da analise da
saliva.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos — O presente trabalho néo oferece risco a integridade dos individuos, sob nenhuma forma.

Beneficios - Os beneficios deste estudo é a possibilidade de gerar conhecimento para diagnosticar,
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entender e prevenir problemas que afetem o bem-estar dos sujeitos da pesquisa e da sociedade em geral.
Entende-se também a escassez de trabalhos na literatura, que utilizam fluidos biolégicos, obtidos de forma
pouco invasiva, como a saliva, e que utilizam metodologias de analise rapidas, que ndo requerem
preparagé@o de amostras e com custos reduzidos, como a Fluorescéncia de Raios-X, proposta neste
trabalho.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A pesquisa ¢ relevante, sendo que poderé trazer beneficios significativos considerando-se que ao final
existe a possibilidade de gerar conhecimento para diagnosticar, entender e prevenir problemas que afetem o
bem-estar dos sujeitos da pesquisa e da sociedade em geral.

Outro ponto a destacar é que destaca-se também a escassez de trabalhos na literatura, que utilizam fluidos
biolégicos, obtidos de forma pouco invasiva, como a saliva, e que utilizam metodologias de analise réapidas,
que ndo requerem preparagdo de amostras e com custos reduzidos, como a Fluorescéncia de Raios-X,
proposta neste trabalho.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Todos os termos estdo de acordo.

Recomendacgées:
Vide item - Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
O referido projeto atende a todas solicitagées.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:
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ANEXO B - AUTORIZAGAO DA SECRETARIA DE SAUDE DE ARAGOIABA
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PREFEITURA MUNICIPAL DE ARACOIABA DA SERRA
UNIDADE BASICA DE SAUDE
Rua: Antonio Antero de Oliveira, 19 - Centro
Aracoiaba da Serra/SP— CEP 18190-000
SECRETARIA DA SAUDE
Fone (15) 3281-1000

Aracoiaba da Serra, 18 de Setembro de 2014.

Ao

Sr. Antonio Ademar Poles Jr.
Pesquisador Responsavel
Universidade de Sorocaba - Uniso

AUTORIZACAOQ

Eu, Maria do Carmo de O. Pelisdo, Secretaria de Satde do municipio de
Aragoiaba da Serra/SP, autorizo a realizagéo da pesquisa intitulada “Estudo
da composigao quimica da saliva de fumantes e nio fumantes através da
técnica de fluorescéncia de Raios-X”, nas Unidades Basicas de Saude
municipais. O trabalho que tem como responsaveis o Dr. José Martins de
Oliveira Junior e Antonio Ademar Poles Junior irdo coletar dados e amostras
junto aos pacientes para fins de pesquisa.

Sem mais,

~/

N
Maria do Carmo de Oliveira Pelisdo
Secretaria de Salde — Aracoiaba da Serra/SP

cPE 18U, 965. 866 - 33
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