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LOPES, J. M E.. Anilise Elementar por TXRF de Amostras de Saliva de Pacientes com
Peri-Implantite. 2022. 99f. Dissertacao (Mestrado em Fisica) — Universidade Estadual de Lon-
drina, Londrina, 2022.

RESUMO

A andlise de fluidos bioldgicos € utilizada para deteccao de doengas e avaliar a qualidade de
tratamentos médicos e odontoldgicos. Nesse contexto, os principais fluidos bioldgicos analisa-
dos sdo o sangue, a urina e a saliva. Amostras de saliva sdo particularmente adequadas para
avaliar a sadde bucal por meio da composic¢ao elementar do fluido. Uma doenga bucal particu-
larmente comum € a peri-implantite, que afeta usudrios de implantes dentdrios. Tais implantes
assemelham-se a parafusos, normalmente feitos de titanio, e sdo fixados na mandibula de pes-
soas edéntulas para servir de suporte para proteses. Causada por acao bacteriana, essa doencga é
caracterizada pela inflamag¢do da gengiva, seguida de corrosdo do implante e, em casos mais se-
veros, a perda da estrutura dssea que sustenta o implante. O objetivo deste trabalho €, portanto,
o de examinar a composi¢ao elementar de amostras de saliva coletadas de pacientes acometidos
por peri-implantite e buscar uma relacdo entre os elementos detectados e a presenca da doenca,
utilizando a Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF). Para a realizacdo deste es-
tudo foram coletadas quatro amostras de onze pacientes distintos, que foram separados em trés
grupos: (i) um grupo de quatro pessoas onde foram coletadas amostras de diferentes regides
da boca; (ii) um grupo de trés pessoas onde foram coletadas amostras de diferentes regides de
um implante que foi perdido para a acao da doenga; (iii) um grupo de trés pessoas onde foram
coletadas amostras de saliva diferentes regides da boca e do implante, além de uma amostra
de tecido gengival em cada um dos paciente; (iv) um paciente sem peri-implantite mas que faz
uso de implantes onde foram coletadas amostras de saliva em sulcos implantares saudaveis. A
medida das amostras foi feita utilizando o espectrometro de bancada S2 PICOFOX da Bruker
Nano, e os espectros obtidos foram analisados pelo software Spectra 7. Os principais elementos
medidos nas amostras de saliva foram: Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Fe, Co, Ni, Zn, As, Se,
Br e Rb. Além destes ainda foram encontrados V, Mn, Cu, Zr e Ba em algumas das amostras.
Analisando os dados do primeiro grupo foi possivel notar que os principais elementos relacio-
nados com a doenca sdo o ferro, o cloro e o enxofre. A presenga dos dois primeiros elementos
estdo relacionados a resposta do organismo para a infeccao, e o terceiro € considerado um pro-
duto da presenca das bactérias. Com base nesses resultados foi possivel estimar, para o segundo
grupo, em qual regido do implante a infeccao estava mais aguda ao encontra a regido com maior
presenca destes trés elementos. Com os resultados obtidos no terceiro grupo, foi possivel ve-
rificar que o titanio corroido dos implantes € absorvido pela gengiva, e ndo liberado na saliva.
Além da andlise individual, a andlise de componentes principais (PCA) para os dados de conta-
gem permitiu identificar uma separacao entre os grupos de coleta em funcao do titanio corroido
dos implantes. Entre as amostras do primeiro grupo, hd uma tendéncia de agrupamento para
as amostras coletadas de sulcos acometidos por peri-implantite em funcdo do elementos ferro,
cloro e enxofre. Com os resultados obtidos, fica claro que a TXRF é uma técnica adequada
para andlise de amostras de saliva e hd indicios de que a técnica possa ser utilizada para fazer
diagnésticos de peri-implantite.

Palavras-chave: TXRF. Peri-implantite. Saliva.



LOPES, J. M E.. Elemental Analysis using TXRF of Saliva Samples of Patients with Peri-
Implantitis. 2022. 99p. Master’s Thesis (Master in Physics) — State University of Londrina,
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ABSTRACT

Biological fluid analysis is widely applied to detect diseases and evaluate the quality of med-
ical e dental treatments. In this context, the main biological fluids analyzed for this goal are
blood, urine and saliva. Saliva samples are particularly adequate do evaluate oral health by it’s
elemental composition. A oral disease that’s fairly common is peri-implantitis, a disease that
affects people who have dental implants in their mouths. Those implants resembles crews, usu-
ally made out of titanium, and are fixated to the patient’s jaw to replace missing teeth and play
the role of root for dental prosthesis. The disease is caused by bacteria and is characterized by
gum inflammation, followed by implant corrosion and, in more severe cases, loss of bone tissue
from the jaw. This thesis’ goal is, therefore, to examine de elemental composition of saliva sam-
ples collected from patients that suffer from peri-implantitis and search for a relation between
the de detected elements and the disease’s presence by utilizing the Total Reflection X-Ray
Fluorescence (TXRF) technique. To perform such analysis, four samples from eleven patients
were collected divided among three groups: (i) a group of four people where the samples were
collected from different regions of the individual’s mouth; (ii) a group of three people where
the samples were collected from different regions of a implant that was lost due to the infection;
(ii1) a group of three people where the samples were collected from different regions of the
individual’s mouth and from a implant, besides a sample collected from gum tissue; (iv) one
patient that didn’t show signs of peri-implantitis where the samples were collected from healthy
implant sulcus. The data collection was performed using a benchtop spectrometer S2 PICO-
FOX by Bruker Nano, and the obtained spectra was analyzed using the Spectra 7 software. The
main elements detected over the samples were: Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Fe, Co, Ni, Zn,
As, Se, Br and Rb. Besides these, V, Mn, Cu, Zr and Ba were also detected but on a very small
amount of samples. By analyzing the data collected from the first group it was possible to notice
that the main elements related to the disease are iron, chlorine and sulfur. The presence of the
first two are related to the organism’s reaction to the infection, and the third one is an effect of
the bacteria presence. Based on theses results it was possible to estimate, on the second group,
on which region of the lost implant the infection was more severe by finding on which region
the presence of iron, chlorine and sulfur was higher. The results obtained for the third group
showed that titanium’s presence is higher on gum tissue than on saliva itself, which indicates
that the particles corroded by the implant are absorbed on the gum. Beyond the individual anal-
ysis for each patient, the principal component analysis (PCA) was also performed and showed
a clear separation between the samples from each group. Among the samples collected for the
first group, the biplot indicated a tendency of grouping for the samples collected from gingival
sulcus affected by peri-implantitis in function of iron, chlorine and sulfur. With the obtained
results it is clear that the TXRF is an adequate technique to analyze saliva samples and there is
evidence that the technique can be used to perform peri-implantitis diagnosis.

Keywords: TXRF. Peri-implantitis. Saliva.
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1 INTRODUCAO

Nas tdltimas décadas, o uso de implantes e préteses dentdrias tornou-se comum para
recuperacdo total ou parcial de pacientes edéntulos [1]. Por conta disso, complicagdes biologi-
cas que afetam implantes osseointegrados se tornaram um topico de interesse na odontologia

moderna [2].

O implante dentdrio é uma peca metélica (normalmente feita de titdnio) com formato
semelhante ao de um parafuso que € fixado na mandibula e faz papel de raiz para a fixacao de
uma protese [3]. Assim como dentes saudéveis, proteses e implantes sdo um ambiente favordvel
para proliferacdo de doencas que se espalham pelos tecidos gengival e dsseo caso ndo haja ma-
nutencdo correta. Analogamente a periodontite, que ataca as estruturas que sustentam os dentes,
usudrios de proteses podem ser vitimas da peri-implantite [2]. No cendrio clinico, a presenca
da condicao € detectada pelo sangramento das gengivas ao manipular o tecido (bleeding on

probing, BOP) e por perda de estrutura 6ssea verificada por meio de radiografias [2].

A peri-implantite € uma condic¢ao patoldgica normalmente causada pela acdo de bacté-
rias [2,4,5] que ocorre em tecidos ao redor de préteses dentais, caracterizados pela inflamagao
no tecido peri-implantar e progressiva perda do suporte 6sseo [2]. A acdo dessas bactérias sobre

a protese metalica acarreta na corrosao do titdnio que compde a peca [5].

Neste trabalho sdo analisadas amostras de tecido gengival coletadas em vérias regides
da boca de pacientes que sofrem com essa doenca, com o intuito de caracterizar a composi¢ao
elementar dessas amostras com a infec¢do. Baseado nos resultados verificados por Soler e cola-
boradores [5], também foram feitas coletas de tecido gengival ao redor de implantes acometidos

pela doenca para verificar como o material corroido dos implantes se comporta.

Fazer a andlise de comportamentos de doencgas através da composi¢ido elementar de
amostras coletadas € uma técnica moderna de anélise que permite identificar em mais detalhes
como ocorre a interagdo da doengas com o organismo. Com isso, torna-se possivel entender
ainda mais sobre algumas doengas e como detectd-las em seres vivos. Particularmente, por este
trabalho envolver amostras de saliva, € possivel fazer esse tipo de deteccao por meio de coleta

de amostras de forma indolor e ndo invasiva.

A andlise das amostras foi feita utilizando a técnica de Fluorescéncia de Raios-X por
Reflexdo Total (TXRF), uma vez que apresenta boa sensibilidade para elementos de baixa con-
centracdo (partes por milhdo a partes por bilhdo) e permite analisar amostras de dimensdes
reduzidas [6]. Além disso, a andlise quimiometrica serd feita utilizando a técnica de andlise de
componentes principais (PCA) para verificar se existe um comportamento similar para um dado

elemento que agrupe o conjunto de amostras entre grupos com e sem peri-implantite.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo € o de analisar amostras salivares de pacientes afetados
por peri-implantite divididos entre trés grupos e determinar como os elementos encontrados
se relacionam com a infeccdo. A andlise serd feita empregando a técnica de Espectroscopia
por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF) com auxilio da analise exploratoria
multivariada para relacionar a composi¢do elementar das amostas coletadas com a incidéncia

da doenca.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a faixa de elementos quimicos presentes nas amostras de saliva por TXRF;
* Verificar quais elementos podem ser relacionados com a presenca da doenga;

* Determinar qual regido dos implantes perdidos por acao da peri-implantite apresentou

maiores sintomas da doenca;
* Verificar se o titdnio corroido dos implantes € absorvido pela gengiva;

* Utilizar a andlise exploratéria multivariada por Andlise de Componentes Principais (PCA)
para verificar a similaridade dos padrdes de distribui¢ao dos elementos quimicos identi-
ficados nas amostras de saliva de diferentes regides da boca de vérios pacientes para

relacionar os elementos encontrados com a ocorréncia de peri-implantite.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Radiacao Eletromagnética

A radiacdo eletromagnética, como o nome sugere, surge da interagdo entre campos elé-
tricos e campos magnéticos. O campo elétrico pode ser entendido como uma entidade fisica
que preenche o espaco em torno de qualquer carga elétrica. Quando a carga geradora do campo
entra em movimento, ela comeca a exercer um outro tipo de interagdo com cargas em suas Vizi-
nhanca que podem ser descritas por meio do campo magnético [7]. Os fendmenos magnéticos
sdo mais facilmente percebidos para um fluxo de cargas elétricas em movimento, que recebe o

nome de corrente elétrica.

Ambos os tipos de campos podem ser estaciondrios ou oscilantes com o tempo, sendo
que oscilagdes do tipo senoidal sdo uma boa aproximagdo. Se em determinada regido do espago
houver a presenga dos dois tipos de campo e estes forem perpendiculares entre si € ambos
tiverem carater oscilatério, ocorre a formag¢do de uma onda eletromagnética. Este fendmeno
estd ilustrado na Figura 1, vale ressaltar que o sentido de propagacdo da onda sera perpendicular

aos dois campos simultaneamente.

Figura 1 — Esquematizacdo de uma onda eletromagnética.

y
F Campo Elétrico

A: comprimento de onda

Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como ondas mecanicas, as ondas eletromagnéticas sao descritas em funcdo de
uma frequéncia de oscilacdo (v) e de um comprimento de onda (\). Com base nesses valores,
¢é possivel definir e organizar diferentes tipos de ondas eletromagnéticas. A Figura 2 ilustra o

espectro eletromagnético indicando os tipos de ondas eletromagnéticas mais importantes.

Quando uma particula carregada se encontra acelerada, ela produz um terceiro tipo de
campo chamado de campo de radiacdo [7]. O campo de radia¢do € formado por ondas ele-

tromagnéticas que carregam mais energia e tém alcance maior do que os campos elétrico e
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Figura 2 — Ilustracdo do espectro eletromagnético.

frequéncia comprimento de onda energia dos f6tons
v (hertz) ) A (centimetros) hv (elétron volts)

[ I 10-15 ]
1025 i 1010
3 raios gama ] |
L1020 |- 10710 ]
i 10 105

Fraios-X ]

g luz ultravioleta 1
1015 10-5 . -
7—_ luz visivel

3 -infravermelho 1 ]
r -ondas de radar i ]
1010 - T
i 10 - micro-ondas 1 i 10-5 -
r = TondasdeTV i ]
L Iondas de radio E 1
105 5 1
i 10 10 ] 1010
-1 10— T

10 10-15 1

© Encyclopaedia Britannica, Inc.

Fonte: [8], adaptado.

magnético, uma vez que sua intensidade é proporcional a 1/r e ndo 1/7? [9].

Como todo corpo com temperatura superior ao zero absoluto tem cargas aceleradas,
pode-se afirmar que todo corpo cuja temperatura ¢ maior do que 0 K emite radiacio eletromag-
nética [10]. Sendo o corpo negro um exemplo clédssico para essa situacdo. Por defini¢do, um
corpo negro € um objeto que absorve toda a radiagdo que recebe, aumentando sua temperatura
no processo. Conforme as particulas no interior do corpo negro sdo aceleradas, este comeca
a emitir sua propria radiacdo [11]. Com o que se acreditava até o final do XIX, a emissdo de

radiacao por um corpo deveria ser continua e proporcional a quarta poténcia de sua temperatura.

Os estudos realizados por Max Planck (1858-1947) no inicio do século XX trouxeram
uma nova abordagem para a Fisica de radiagdes. O alemao prop0ds que a emissao de radiacdo ndo
¢ arbitraria, mas sim distribuida em pequenos pacotes nomeados de quanta [12]. Deste ponto em
diante, € possivel descrever a luz (e todo o espectro eletromagnético) ndo apenas como ondas,
mas também como um conjunto de particulas de energia hv chamados de f6tons. Fétons com a
mesma frequéncia, portanto, correspondem ao mesmo tipo de emissao e a intensidade irradiada

pode ser mensurada a partir da quantidade de fétons detectados.

3.1.1 Raios X

A emissao de raios X foi descoberta em 1895 por Wilhelm Conrad Rontgen (1845-
1923) na Universidade de Wiirzburg, na Bavaria. Ao realizar experimentos utilizando um tubo
de raios catddicos (Figura 3a), Rontgen verificou que alguns cristais de platinocianeto de bario
posicionados proximos ao tubo fluoresciam quando a descarga elétrica dentro do tubo ocorria

mesmo se o tubo estivesse completamente coberto. A sua descoberta e subsequente experimen-
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tos envolvendo a nova radiacdo, renderam a Rontgen o primeiro Prémio Nobel de Fisica em
1901 [13].

Rontgen descreveu algumas das propriedades da nova radiagao como:

Ela produzia luminescéncia em certos materiais fluorecentes, sensibilizava cha-
pas fotograficas, mas em si era invisivel ao olho humano, néo parecia sofrer
refracdo, nem reflexdo, nem polarizagcdo. Nao se tratava de luz (por ser invi-
sivel e atravessar grandes espessuras de madeira ou papel), ndo era igual aos
raios catédicos (ndo sofria desvio com imas e tinha poder de penetragdo muito
superior), nem aos raios ultravioleta ou infravermelho (pelo seu poder de pe-
netracdo). [14, 15].

O cientista se interessou tanto por esse fendmeno que nos anos seguintes continuou fazendo uma
série de experimentos envolvendo a nova radiacdo. Enquanto testava o poder de penetracdo de
sua descoberta ao analisar as sombras de objetos projetadas sobre um detector fluorescente,
Rontgen pdde ver também a projecdo dos ossos de sua mao na tela [16]. A Figura 3b mostra
a impressdo tirada da mao esquerda da esposa de Rontgen, tal resultado € o que deu origem a
radiografia [14].

As principais propriedades dos raios X aceitas atualmente sdo [13]:
¢ S3o invisiveis ao olho humano;
* Se propagam em linha reta com velocidade igual a da luz;
* Nao sdo afetados por campos elétricos e magnéticos;

» Sdo absorvidos diferentemente pela matéria ao atravessar materiais de distintas densida-

des, composi¢des ou espessuras;
* Podem ser refletidos, difratados, refratados e polarizados;
» Sido capazes de ionizar gases;
* Podem afetar propriedades elétricas de sélidos e liquidos;
* Podem escurecer chapas fotograficas;
* Capazes de liberar fotoelétrons e elétrons de recuo;
* Podem produzir reacdes bioldgicas (causar dano ou morte a células vivas, mutagdo, etc.);

* Sdo emitidas em um espectro continuo cujo comprimento de onda € determinado pela

diferenca de potencial aplicada no tubo emissor;
» S3o emitidos em linhas caracteristicas para cada elemento quimico; e

* Possuem um espectro de absorcao caracteristico para cada elemento quimico.
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Figura 3 — Tubo de raios catédicos e radiografia da mao da esposa de Rontgen.

(a) Tubo de raios catddicos utilizado nos experimentos de Ront- (b) Sombra da mao esquerda da es-
gen. posa de Rontgen.

Fonte: [17]

Na realizag@o desse trabalho foram utilizados f6tons na faixa de energia de até 50 keV,
as principais interagdes com a matéria que esses tipos de fétons produzem sdo: espalhamento

coerente (efeito Rayleigh), espalhamento incoerente (efeito Compton) e efeito fotoelétrico [18].

3.2 Interacao da Radiacao Eletromagnética com a Matéria

3.2.1 Efeito Fotoelétrico

O efeito fotoelétrico consiste na absor¢do de fétons por um elétron atdmico seguido
pela ejecdo deste elétron do dtomo [19]. A radiacdo incidente pode ser infravermelha, visivel,
ultravioleta, raios X ou raios gama; o material-alvo pode ser sélido, liquido ou gasoso. As

particulas emitidas pelo alvo podem ser ions ou elétrons.

A descoberta do efeito fotoelétrico aconteceu em 1887 pelos estudos do fisico alemao
Heinrich Rudolf Hertz. O cientista verificou que quando a luz ultravioleta atinge dois eletrodos
metalicos que t€ém uma diferenca de potencial aplicada sobre eles, a luz altera essa voltagem.
O efeito foi explicado com mais clareza em 1902 por outro fisico alemao, Philipp Lenard, que
demonstrou que a alteracdo verificada se d4 pela emissdo de particulas da superficie metdlica

idénticas aos elétrons.

Quando um elétron € ejetado da superficie metélica, sua energia cinética é definida
como a energia do foton incidente subtraida pelo trabalho necessdrio para colocar o elétron em
movimento (sendo este valor igual a energia de ligacdo do elétron). Sendo a energia do f6ton

definida por Fi,. = hv e a energia de ligacdo dos elétrons por Ex, onde o subindice indica a
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camada da qual o elétron foi ejetado, a energia cinética do fotoelétron ejetado sera:
K =hv— Fg. (3.1)

Onde fica claro que para ocorrer a emissao é necessario que Fi,. > Fi.

O efeito fotoelétrico ocorre principalmente em situagdes de baixas energias para ele-
mentos com ndmero atdmico Z elevado e é proporcional a Z* [6]. Para diferentes elétrons
ligados a um mesmo 4tomo, a probabilidade de que o efeito ocorra € proporcional a energia de
ligacdo dos elétrons. Isto €, quao mais fortemente ligado o elétron estiver, maior € a probabi-
lidade de que o efeito ocorra [20]. A emissao de raios X por efeito fotoelétrico se dd em trés

etapas que estdo ilustradas na Figura 4.

Figura 4 — Emissao de raios X por meio de efeito fotoelétrico.

(a) Absorcao de radiag@o por elétron da camada K. (b) Ejecdo do elétron e produgdo de vacancia.

(c) Ocupacio da vacancia por elétron da camada L e (d) Ocupagdo da vacancia por elétron da camada M e
emissdo de raios X de linha Ka. emissdo de raios X de linha KS.

Fonte: elaborado pelo autor.

A descricao para cada uma das etapas é:

1. Um elétron atomico de camada interna € atingido pela radiagcdo incidente de energia Fi,.

(Figura 4a);

2. Esse elétron absorve a radiacio e € ejetado (Figura 4b);
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3. A vacéancia deixada pelo elétron ejetado € preenchida por algum elétron de camada supe-
rior e a diferencga de energia entre o nivel do elétron substituto e a vacancia € liberada na

forma de raio X caracteristico (Figura 4c ou 4d).

Nas Figuras 4c e 4d ocorrem dois tipos diferentes de emissao de raios X. Evidentemente
a diferenca se d4 pelas diferentes origens do elétrons que ocupam a vacancia [21]. H4 uma regra
de nomenclatura para determinar as emissdes: a letra maidscula indica a camada de onde um
elétron foi ejetado e a letra grega indica por quantas camadas o elétron que preencheu a vacancia

foi deslocado, sendo o« — 1, 3 — 2 e assim por diante.

3.2.1.1 Efeito Auger

Quando um atomo recebe energia externa e entra em um estado excitado, € possivel que
essa excitacdo seja transferida a um elétron atdmico ao invés de gerar raios X caracteristicos.
A emissao do elétron que recebe esse saldo energético constitui o efeito Auger [19]. De modo
geral, a probabilidade de que o efeito Auger ocorra € inversamente proporcional a diferenca
entre as energias de ligacdo dos estados correspondentes, e € mais comum em elementos com

ndmero atdmico baixo.

E possivel que a emissdo de elétrons Auger ocorra em grupos, mas suas energias se
assemelham a de processos atdmicos, visto que ndo passam de alguns keV. Por conta disso, eles

se tornam suscetiveis a auto-absorcao e sdo dificeis de serem detectados.

Como um atomo excitado ja apresenta um déficit eletrdonico, a emissdo de um elétron
Auger deixa o &tomo em um estado de dupla ionizacdo. Esse atomo pode retornar a seu estado
fundamental por meio da emissdo de dois fétons de raios X, por exemplo. Mas ainda € possivel
que ocorra uma segunda emissao de elétron Auger, deixando o dtomo triplamente ionizado e

tornando necessdria a emissao de trés fotons para voltar ao estado fundamental [19].

3.2.2 Espalhamento Compton

Esse tipo de interacdo ocorre entre um féton e um elétron livre, mas pode ocorrer com
um elétron atdmico desde que a energia de ligacdo do elétron seja desprezivel se comparada a
energia do féton incidente [19].

Ha aproximadamente um século, a natureza corpuscular da radia¢do ficou ainda mais
evidente mediante os resultados dos experimentos realizados pelo fisico estadunidense Arthur
H. Compton [11]. Em seus experimentos, o fisico incidiu um feixe de raios X com comprimento
de onda A\ sobre um alvo de grafite, como ilustra a Figura 5. Compton verificou que apesar
de apenas um feixe com comprimento de onda A ser incidido sobre o espalhador, os feixes
espalhados apresentam dois picos de intensidade. Um deles com o mesmo comprimento de

onda A e outro com N = X\ + A\. O desvio Compton, AN, como ficou conhecido varia de
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acordo com o angulo com o qual os feixes de raios X sdo espalhados. A Figura 6 ilustra o

espectro verificado pelo experimento de Compton para diversos dngulos de espalhamento.

Figura 5 — Experimento realizado por Compton para verificar o espalhamento Compton. Raios X monocromaticos
de comprimento de onda A atingem o espalhador e sdo espalhados de acordo com um angulo 6.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 6 — Espectros observados para o experimento de Compton para diversos dngulos de espalhamento.
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Fonte: [22], adaptado.

Em escala atdmica, o que se verifica € que um elétron com baixa energia de ligacao
¢ atingido por um féton que tem apenas parte de sua energia absorvida. Como consequéncia
dessa interacdo, o féton é espalhado com energia reduzida formando um angulo 6 em relagio a
sua trajetoria original e o elétron € ejetado da eletrosfera formando um angulo ¢ em relacdo a

trajetdria do féton incidente [11,20].

Esse fendmeno estd retratado na Figura 7, onde o féton incide com energia hv sobre
o elétron na camada mais externa, que absorve parte dessa energia. O féton entdo € espalhado

com uma nova energia hr/, sofrendo um desvio ¢ de sua trajetéria inicial. O elétron, por sua



23

Figura 7 — Esquematizacdo do efeito Compton.

Fonte: elaborado pelo autor.

vez, absorve uma fracdo da energia incidente e € ejetado da eletrosfera sofrendo um desvio ¢

em relagdo a trajetoria inicial do féton.

Aplicando as equagdes de conservacdo de energia e momento para as particulas en-
volvidas, € possivel encontrar as seguintes relagdes para os valores de energia e angulos de

espalhamento [19]:

A —
1+ 7(1cos®)
1—
K = hw— ! = py Y= 086)
14+ ~(1 —cos?) 32)
5 :

f=1-
o8 (1+7)2tan? ¢+ 1’

6
cot ¢ = (1 + ) tan 2
onde vy = hv/m.c?.

Quando o elétron escapa do dtomo, este fica em um estado excitado com energia igual
a energia de ligacdo do elétron ejetado. O atomo retornard a seu estado fundamental através da
emissao de fétons fluorescentes (raios X) e elétrons Auger [23].

3.2.3 Espalhamento Rayleigh

Outro efeito que um féton pode sofrer ao interagir com a matéria € o espalhamento
Rayleigh, também conhecido como espalhamento eldstico ou coerente. Esse tipo de interagao

se diferencia do espalhamento Compton por dois motivos principais:

1. o féton interage com o d&tomo como um todo, ndo apenas com um elétron;

2. o foton € desviado sem perder energia.
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Como nao hd troca de energia, nesse processo ndo ocorre excitacao e nem ioniza¢do do atomo
[19].

O espalhamento Rayleigh ocorre principalmente em situagdes de baixas energias e em
materiais com Z alto, na mesma regidao em que os efeitos de ligacao dos elétrons influenciam
na probabilidade de ocorréncia do espalhamento Compton [13]. Uma esquematiza¢ao do es-
palhamento Rayleigh estd ilustrada na Figura 8. A direcdo dos fétons que sofrem esse efeito é

predominantemente a de baixos angulos de espalhamento.

Figura 8 — Esquematizacdo do espalhamento Rayleigh.

Fonte: elaborado pelo autor.

3.3 Fundamentos da Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X (XRF, do inglés X-Ray Fluorescence) é uma técnica analitica
multi-elementar e ndo destrutiva que pode ser utilizada para determinar a composicao elemen-
tar de amostras solidas, liquidas, pastosas € em po [24,25]. A técnica pode ser utilizada para
analisar elementos desde o berilio até o uranio com precisdo de partes por bilhao (ppb) [13], a
depender do equipamento, da variante da técnica utilizada e da forma em que amostra se encon-
tra (s6lido, liquido, filme fino, etc.). A técnica se baseia na producdo de raios X caracteristicos

dos elementos de uma amostra ao ser irradiada.

A técnica de XRF divide-se em duas variantes analiticas distintas: a baseada na dis-
persdao por comprimento de onda (WDXRF), e a dispersao por energia (EDXRF) [13,25]. A
primeira surgiu na década de 60, enquanto a segunda foi desenvolvida aproximadamente uma

década depois com o advento dos detectores semicondutores [25].

A caracteristica principal da WDXRF € o emprego de um cristal monocromador posi-
cionado entre a amostra e o detector. Este cristal seleciona os diferentes comprimentos de onda
que o atravessam de modo que apenas um comprimento atinja o detector por vez, sendo neces-

sario realizar repetidas medi¢des para determinar a composi¢ao elementar de uma amostra [13].
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Em contrapartida, a EDXRF faz uso de detectores semicondutores que produzem em seu in-
terior sinais elétricos dependentes da energia incidente (Figura 27). Portanto, esta propriedade

dispensa o uso do cristal monocromador.

E possivel, ainda, dividir a EDXRF em duas sub-variantes: a fluorescéncia de raios X
por reflexao total (TXRF), e a micro-fluorescéncia de raios X (;-XRF). As maiores vantagens
da TXRF em relacdo a EDXREF tradicional sdo as pequenas quantidades de amostras necessarias

(da ordem de 5 p1 a 10 pl) e menores valores para os limites de deteccao [25].

A fluorescéncia de raios X corresponde a emissao de raios X caracteristicos pelos ele-
mentos quimicos de uma amostra ao serem excitados pela emissdo de radiacao de uma fonte.
A fluorescéncia emitida € entdo captada por um detector e classificada de acordo com a energia

das emissdes, visto que cada elemento possui um espectro particular de raios X.

3.3.1 Excitacao dos Elementos

Para que haja emissao da fluorescéncia € necessario que os &tomos que compde a amos-
tra sejam excitados de alguma forma. Os agentes dessa excitacdo podem ser particulas (elétrons,
prétons, fons, alfa ou beta) ou radiagdes (raios X ou gama de baixa energia) [25,26]. Quando a
amostra € excitada, os elétrons das camadas mais internas dos dtomos recebem a energia inci-
dente e, se essa energia for maior do que a energia de ligacdo dos elétrons, eles sdo ejetados da
eletrosfera.

Normalmente, a fonte de excita¢do utilizada para causar a fluorescéncia sdo tubos de
raios X. Dentro desse aparato, elétrons sao emitidos de um cdtodo e acelerados em dire¢ao
a um anodo por intermédio de um campo elétrico gerado pela diferenca de potencial entre o
catodo e o anodo [27]. A geometria bdsica de um tubo de raios X estd ilustrada na Figura 9.
Quando esses elétrons acelerados atingem o anodo, eles interagem com os 4tomos que compde
o alvo e perdem sua energia por uma série de processos. Vale ressaltar que o material do anodo
€ o que define cada tipo de tubos de raios X, sendo os tubos de tungsténio e molibdénio os mais

utilizados.

A primeira interacdao que pode ocorrer € a colisdo, eldstica ou ineldstica, dos elétrons
emitidos com o alvo. Sendo a probabilidade de que a colis@o eldstica ocorra maior do que a da
inelastica. Apenas uma pequena parte dos elétron incidentes sofrem espalhamento ineldstico,
desacelerando continuamente na presenca de um campo de Coulomb intenso. Esse procedi-
mento € o que da origem ao espectro continuo de emissao, também conhecido como Bremss-

trahlung (do alemao, "radiacdo de freamento") [27].

Além disso, os elétrons incidentes transferem suas energias ao atingirem o alvo. O pro-
cesso dominante consiste de subsequentes colisdes com os dtomos mais externos do anodo,
transferindo pequenas quantidades de energias em cada uma das colisdes. Entretanto, ainda é

possivel que um elétron atdmico mais interno seja alvo do elétron incidente e, ao receber a
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Figura 9 — Geometria bdsica de um tubo de raios X.

Anodo Catodo

Feixe de elétrons

Brago do &nodo Braco do catodo

Fonte: elaborado pelo autor.

energia, o efeito fotoelétrico ocorre. Esse procedimento da origem as linhas caracteristicas de

emissdo do espectro de emissdo dos raios X [27].

A energia de ligacdo dos elétrons presos a um nucleo pode ser calculada, aproximada-

mente, utilizando a equagao
~ mee*(Z —b)?
 8goh?n?

onde F representa a energia de ligacdo eletronica (J); m. € a massa de repouso do elétron

) (3.3)

(9.11 x 1073! kg); e é a carga elétrica do elétron (1.69 x 107 C); Z € o niimero atdmico do
elemento em andlise; b € a constante de Moseley, e tem valores iguais a 1 e 7.4 para as camadas
K e L, respectivamente; €, € a permissividade elétrica do vcuo (8.85 x 1072 CN"'.m?); héa

constante de Planck (6.62x 1073 J.s) e n é o niimero quantico principal do nivel eletronico [28].

Substituindo todas as constantes por seus valores numéricos no Sistema Internacional
de Medidas, a Equacdo (3.3) € simplificada para
(Z —b)*

E =136

(3.4)

Com isso, fica evidente que a energia de ligacdo de um elétron para alguma camada pode ser

aproximada para uma fun¢do do nimero atdomico Z [28].

3.3.2 Raios X Caracteristicos

Uma vez que o elétron € ejetado das camadas mais internas do 4tomo, a camada passa a
apresentar uma vacancia que deixa o dtomo instavel. A vacéncia resultante deve ser preenchida

por outro elétron, proveniente de alguma camada mais externa.
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Assim como as vacancias podem surgir em vdrias camadas, ainda € possivel que o elé-
tron que emite raios X para preenché-las parta de vdrias camadas diferentes. Isso resulta em
emissoes distintas que podem ser diferenciadas uma da outra através do seu valor energético.
Entretanto existem transicoes possiveis e transicdes proibidas entre os sub-niveis de uma ele-
trosfera [13], sendo estas determinadas de acordo com a variagdo dos nimeros quanticos dos
elétrons. O conjunto das distintas emissdes possiveis ddo origem as linhas espectrais de um

elétron.

As transi¢Oes que cada elétron pode executar entre as camadas eletronicas de um dtomo
estdo sujeitas as regras de selecdo da mecanica quantica. Cada elétron ligado é descrito por meio

de uma série de nimeros quanticos, sendo os quatro mais comuns: n, [, s e j [29]

O ndmero quantico principal, n, descreve a energia de um elétron ligado. Como a ener-
gia de um elétron atdmico € igual a sua energia de ligacdo para a camada em que se encontra,
0 nuimero quantico n estd associado com as camadas eletronicas de um atomo. Desse modo,

n = 1, 2, 3 equivalem aos niveis K, L e M, respectivamente e assim por diante.

O niimero quantico azimutal, /, determina a forma de um orbital e estd associado com o
subniveis de cada camada. Assim como para n, a contagem ¢é feita para niimeros inteiros indo
de 0 an — 1. Dessa forma, [ = 0, 1, 2 equivale aos subniveis s, p e d, respectivamente e assim

por diante. A Figura 10 ilustra as possiveis formas de orbitais atdmicos.

Figura 10 — Possiveis orbitais atdmicos em func¢io do valor do niimero quéntico azimutal.

Orbital s J

Orbitais p 3 . .
oitaisd QY So * < 00
Orbitais 049 S P * * Lo

Fonte: [30]

O ndmero quantico de spin, s, representa 0 momento angular intrinseco de um elétron
e ndo depende de qualquer outro nimero quéntico. s pode assumir os valores —1/2 ou 1/2,
indicando spin down e up respectivamente. Por fim, o nimero quantico de momento angular
total, 7, € definido pela soma dos dois momentos angulares do elétron: j = s + [. Este nimero

quantico pode assumir valores semi-inteiros positivos.

As regras de selecdo de transicao eletronica dependem direta ou indiretamente de todos
os nimeros quanticos citados. Alguns exemplos de transi¢des permitidas estdo ilustrados na

Figura 11, e algumas regras de selec@o para os nimeros quantico azimutal, /, ¢ o0 de momento
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angular total, j, sdo:
Al=+1, Aj=0ou +1, (3.5)

onde a transi¢do j : 0 — 0 € proibida, ou
Al=0ou +£2, Aj=0, +1ou £2, (3.6)
sendo as transi¢des j : 0 — 0, 1/2 — 1/2, 0 <= 1 também proibidas [13,31].

Figura 11 — Esquema de transi¢des permitidas entre sub-niveis eletronicos.

Série K Série L Nl
M, 3 2 52
M, 3 2 32
M, 3 1 32
M, 3 1 12
M, 3 0 12

B.|Bsn |By |l
L, 2 1 32
L. 2 1 12
L, 2 0 12
B?, B1

K 1 0 12

Fonte: elaborado pelo autor.

Como os elétrons de camadas superiores sdo mais energéticos do que os de camada
exteriores, suas energias de ligacao também serdo maiores. Para que um elétron possa preencher
a vacancia criada, é necessdrio que ocorra a liberacdo de um féton com energia igual a diferenca
de energia de ligacdo entre sua camada de origem e a camada de destino. Isto é, a energia do

foton emitido € obtida pela equacao
Ex=F,,—E, . (3.7

Onde E,; e I, ; representam as energias de ligagdo das camadas inicial e final do elétron,
respectivamente [28]. Esse processo se repete quantas vezes for necessario, até que a vacancia

esteja na camada de valéncia do dtomo.

3.3.3 Deteccao e Medida dos Raios X Caracteristicos

Nas técnicas de EDXRF e TXRF, a radiacdo fluorescida é emitida em direcdo a um
detector que € responsavel por converter a radiacao incidente em pulsos elétricos proporcionais
as energias dos raios X caracteristicos. Os principais tipo de detectores de radiagdo utilizados

Sao:
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Ionizacao: detectores de ionizag¢do sdo camaras de gases que, ao receberem radiacdo, sofrem
ionizagdo. Os fons liberados geram pulsos elétricos em um cédtodo e a partir da diferenca

de potencial gerada, determina-se a intensidade da radiagcdo fluorescida;

Cintiladores: detectores de cintilacdo sdo compostos por um material que emite flashes lu-
minosos ao receber radiacdo. Os flashes entdo passam por um fotomultiplicador e um
fotocdtodo, onde sdo convertidos em pulsos elétricos, e a partir da diferenca de potencial

gerada, determina-se a intensidade da radiacdo incidente; e

Semicondutores: detectores semicondutores sao formados por cristais semicondutores (nor-
malmente germéanio e silicio) ligados a cdtodos e anodos. A radiacdo que incide no de-
tector faz com que elétrons sejam liberados da estrutura cristalina dando origem a um par
elétron/buraco. Os elétrons sdo levados ao anodo e a intensidade da radiacdo incidente é

determinada de acordo com a energia dos elétrons coletados.

O funcionamento de detectores semicondutores serd explicado com mais detalhes no Capitulo

5, uma vez que o detector utilizado para a realizacao deste trabalho é dessa natureza.

Os sinais, por sua vez, passam por amplificadores e um analisador de pulso multicanal,
que registra e classifica os pulsos em func¢do das suas intensidades de energia. Dessa forma um
espectro de emissdo composto por varios picos € gerado, onde a drea abaixo da curva em cada
pico € proporcional a intensidade dos raios X caracteristicos detectados para aquela frequéncia.
Tal intensidade € também proporcional a concentragdo do elemento com essa emissio caracte-

ristica na amostra analisada.

3.3.4 Equacao Fundamental para a Fluorescéncia de Raios X

A técnica da Fluorescéncia de Raios X possui uma grande capacidade de correlacionar
as intensidades dos raios X caracteristicos recebidos no detector com a composi¢ao elementar da
amostra analisada. Em pesquisas realizadas utilizando a técnica de fluorescéncia de raios X por
energia dispersiva (EDXRF) e suas variantes € necessdrio compreender como a quantificacdo

dos elementos € feita [28].

Considerando as probabilidades de que qualquer um dos efeitos de interagao listados na

Secdo 3.2 ocorra, € possivel chegar a equacdo fundamental da fluorescéncia:
;=G S - A, (3.8)

onde /; € a intensidade dos raios X medida (cps), C; é concentracdo relativa do i-€simo ele-
mento quimico que compde a amostra (Zelemento/Lamostra)> Oi € @ sensibilidade analitica para o
elemento analisado (cps-g~!-cm?) e A; € o fator de absor¢io da matriz (adimensional) referente

ao elemento de interesse [28].
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A sensibilidade S é determinada pela equacdo

S =71wif (1 — ;) Ge, 3.9

onde 7 representa o coeficiente de absorcdo do elemento para o efeito fotoelétrico (Equacao
(3.12)), wi o rendimento da fluorescéncia para raios X da camada K (Equagdo (3.13)), f a
fracdo de fétons emitidos como raios X Ko, 1 — 1/5 corresponde a razdo de corte de absor¢ido
K, G' € um fator geométrico da amostra e € corresponde a eficiéncia do detector para os raios X

caracteristicos emitidos pelos componentes da amostra analisada [25].

Ainda, o fator de absorcdo A ¢ determinado pela equagdo
1 — eXpOD
A= ———, (3.10)
XpoD
onde py é a densidade (g-cm~3) e D a espessura (cm) e y o coeficiente de absorcdo total da
matriz (cm?-g~!). Sendo este tltimo dado por
SN

sinfy sinf

(3.11)

Os valores de & e & referem-se aos coeficientes de absor¢do da matriz (cm?-g~!) para as energias
de radiacgdo incidente e dos raios X caracteristicos, respectivamente, e ¢, e 6 sdo os angulos das
radiacdes incidentes e emitidas pela amostra analisada, respectivamente, em relagcdo a superficie
desta [25].

A Equagdo (3.10) pode ser simplificada para dois limites. Para a amostras conhecidas
como filmes finos, temos que D — 0, de modo que A — 1. Em contrapartida, para amostras su-
ficientes grossas (aquelas cuja espessura € muito maior do que comprimento necessario para que
a radiacdo incidente seja completamente absorvida) podemos tomar o limite em que D — oo,

como consequéncia, a Equagio (3.10) pode ser reescrita simplesmente como A = (ypoD) .

3.4 Fluorescéncia de Raios X

A producio da fluorescéncia estd embasada no principios da mecénica quantica. A emis-
s@o das linhas espectrais de raios X caracteristicos de um elemento quimico qualquer depende de
uma série de eventos probabilisticos: a probabilidade de que fétons incidentes ionizem o d&tomo-
alvo; a probabilidade de que a vacéncia seja preenchida por um elétron de camada superior; e a

probabilidade de que o &tomo emita um féton de raios X e nao um elétron Auger [26, 32].

A probabilidade de que um f6ton interaja com a matéria é dada pela soma das proba-
bilidades de que cada tipo de interac@o possa ocorrer [19]. Essas probabilidades sdo dadas por
meio de coeficientes de absorcdo de massa e sao uma fungdo da energia do foton incidente. A

equacdo para calcular o coeficiente de absor¢do de massa total €, portanto:

W(E) =7(E) 4 ocom(F) + 0en(E) + k(E). (3.12)
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Onde 7(F), ocom(F), 0ea(E) e k(FE) correspondem aos coeficientes de absor¢do de massa
para o efeito fotoelétrico, para o espalhamento Compton, para o espalhamento elastico e para a
producdo de pares', respectivamente [19]. No Sistema Internacional de Medidas, os coeficientes

sdo medidos em cm?g !,

A energia necessdria para que ocorra a producdo de pares € de 1.022 MeV. Como a faixa
de energias utilizada para a realizacdo desse trabalho foi de 0 a 50 keV, ndo ocorre producdo
de pares e podemos assumir x(F£) = 0. Com isso, os dnicos efeitos que vamos considerar sdo
o efeito Compton, o espalhamento elastico e o efeito fotoelétrico - sendo este dominante na

Equacio (3.12) pois € o efeito predominante para energias abaixo de 100 keV [19].

A probabilidade de que a vacancia seja preenchida por um elétron de camada superior

estd relacionada com as regras de selecao para mudanga de nivel abordadas na Subsecdo 3.3.2.

A probabilidade de que o dtomo emita um féton de raios X e ndo um elétron Auger é o
que chamamos de rendimento de fluorescéncia. O rendimento de fluorescéncia para a camada

K de um atomo €
_ Ny

N’

onde Ny corresponde ao nimero de fotons de fluorescéncia emitidos pela camada K e NV, o

(3.13)

WK

nimero de vacancias produzidas nessa camada [19]. Desde que ndo haja transi¢des entre sub-
niveis de uma mesma camada, o mesmo raciocinio pode ser empregado para determinar os
rendimentos de fluorescéncia para camadas superiores. Vale ressaltar que quanto mais baixo o

nivel, maior € a probabilidade de que ocorra fluorescéncia.

Nas préximas subsecdes serdo analisadas as principais técnicas empregadas na espec-
troscopia por fluorescéncia de raios X.
3.4.1 Fluorescéncia de Raios X por Dispersao em Energia (EDXRF)

A andlise por EDXRF é um método de quantificacdo baseado na medida das intensi-
dades dos raios X caracteristicos emitidos por uma fonte que sio recebidos em um detector. A
técnica pode ser aplicada em diversas dreas cientificas pois permite uma andlise multi-elementar

instantanea de diversos tipos de amostra. A andlise ocorre basicamente em trés etapas [28,33]:

1. excitacdo dos elementos que constituem a amostra por meio da emissdo de uma fonte;
2. dispersdo dos raios X caracteristicos emitidos pela amostras; e

3. deteccdo dos raios X caracteristicos emitidos pela amostras para gerar um espectro de

intensidades.

' A producdo de pares consiste na transformacio de um féton em um par elétron-pdsitron na presenca de um

campo coulombiano [19].
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Esse processo estd ilustrado na Figura 12. As principais fontes utilizadas para esse tipo de
técnica sdo tubos de raios X; fontes radioativas emissoras de raios X ou radia¢do gama de baixa

energia; e aceleradores de particulas (luz sincrotron).

Figura 12 — Etapas bdsicas da andlise por XRF.

Amostra

Fonte de excitagcéao Sistema de deteccéo de
raios X

Fonte: elaborado pelo autor.

3.4.2 Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF)

Outra técnica utilizada para andlises por fluorescéncia de raios X, e o foco deste tra-
balho, € a TXRF. Nesse caso ndo temos uma mudanga no principio de funcionamento, como
€ o caso entre a EDXRF e a WDXRF, mas sim um rearranjo na geometria de um espectro-
metro de EDXRF para fazer uso de propriedades reflexivas da radiacdo e com isso obter uma

sensibilidade maior ao analisar alguns tipos de amostra.

A TXREF € baseada nos fundamentos dos fendmenos bésicos de reflexdo total de um
feixe de luz, estendidos para outros tipo de radiacdo eletromagnética, um feixe de raios X mo-
noenergético. De modo geral, quando este feixe de radiacdo viaja por um meio até atingir uma
superficie plana de determinado material podem ocorrer dois tipos de interagdo: a refracao, onde
o feixe penetra o material e sofre um desvio da sua trajetdria inicial; ou a reflexdo, onde o feixe

ndo penetra na superficie e € refletido pela superficie com um angulo igual ao de incidéncia.

Os fendomenos de refracao e reflexdo dependem do angulo de incidéncia do feixe para
serem observados. Existe um angulo critico, 6., tal que se o feixe for incidido sobre uma su-
perficie fazendo este angulo com a horizontal, o feixe serd redirecionado perpendicularmente a
superficie. Para angulos de incidéncia maiores que este angulo critico observamos o fendmenos
da refracdo e, para angulos menores, temos a reflexdo do feixe incidente. Tais comportamentos

estdo ilustrados na Figura 13.
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Figura 13 — Possiveis comportamentos observados para um feixe monoenergético incidente sobre uma superficie
em func¢do do angulo critico.

8> 0, 8 =By 8 < B
0 0 v
Refracéo Reflexao

Fonte: elaborado pelo autor.

Ao ser emitida pela fonte, a radiacdo atinge a amostra fazendo um angulo com a ho-
rizontal infinitesimalmente menor do que o angulo necessdrio para que ocorra a reflexado total
(alguns segundos de grau). Com isso, a radia¢do penetra na amostra depositada sobre o porta-
amostra mas € refletida por este, de modo que apenas os raios X caracteristicos serdo detectados
pelo sistema. A radiacio que atinge a amostra € portanto fluorescida em dire¢do ao detector que
€ posicionado diretamente acima da amostra a uma distancia de aproximadamente 5 mm [6]. A

Figura 14 mostra a geometria basica de um espectrometro de TXRF.

Figura 14 — Esquema geométrico basico de um espectrometro de TXRF.

Detector

Tubo

\—)Porta Amostra
Amostra

Fonte: elaborado pelo autor.

O uso dessa geometria especializada tem suas vantagens em relacdo a EDXRF tradici-
onal. Primeiramente, o rendimento da fluorescéncia (como descrito pela Equacgao (3.13)) sera
maior. Além disso, o background medido pela TXRF serd menor. Como consequéncia, as and-
lises por TXRF tém uma sensibilidade extremamente alta para detec¢do de elementos-trago,
encontrando-os na faixa de concentracdo de até partes por bilhdo [6, 34]. Outra vantagem ¢€
que o tamanho das amostras analisadas por TXRF tendem a ser menores do que os analisados
nas técnicas de WDXRF e EDXRF, podendo ter massa e volume na faixa dos microgramas e

microlitros. Dessa forma, o efeito de matriz ndo € verificado para andlises com essa técnica.
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A principal drea de utilizagdo desta técnica € a de andlise dguas naturais, buscando
detectar a presen¢a de contaminantes e metais pesados. A sensibilidade avantajada em relagdo
as técnicas fundamentais de XRF permite que a presenca de contaminantes seja detectada com

mais facilidade, sendo possivel detectar niveis de concentracdo da ordem de alguns pg/L [6].

A fundamentacgdo tedrica da TXRF pode ser deduzida de uma forma andloga a aplicada
na Otica geométrica [13]. Basta considerar a interacdo entre uma onda eletromagnética que
atinge a superficie entre o vdcuo e um segundo meio de indice de refracdo 1. Sendo este descrito
como a funcio complexa

n=1-90—143, (3.14)

onde ¢ representa a dispersdo do feixe como fun¢do da densidade do material, e  representa a
atenuacgdo sofrida pelo feixe na matéria e depende do coeficiente de absor¢do da matéria [26].

Esses pardmetros sdo calculados por

22

5= 27;;?02 e fB= Zi , (3.15)
onde n representa a densidade eletrOnica, e a energia do elétron e m,. a sua massa, c € a velo-
cidade da luz, i o coeficiente de absor¢do de massa e A representa o comprimento de onda do
feixe incidente [13,26]. A densidade eletronica, por sua vez, pode ser calculada como
NapZ

n=—"

sendo Ny = 6.023 x 10?3 dtomos-g~* o nimero de Avogrado, p a densidade do material

(3.16)

(g-cm™?), Z o niimero atdmico e A a massa atdmica do material (g-mol~!).

O valor do angulo critico para cada material pode ser calculado utilizando a Lei de Snell,
oSl =1 . (3.17)

Entretanto, § e (3 apresentam valores pequenos, sendo 3 de ordem inferior a 10~¢ [26]. Por

conta disso, esta expressao pode ser simplificada para

cosbu=1—96. (3.18)

Considerando que 6. é também um valor pequeno, podemos aplicar a aproximagao

para pequenos angulos? de modo a obter
2

62,
1— ;“:1—5—>0m:\/%. (3.19)

Substituindo as defini¢des de d e n nesta equagdo, teremos a equacdo necessaria para se calcular
o angulo critico [13]

288 [Zp
B\ A
onde fica evidente que o dngulo critico € inversamente proporcional a energia da radia¢do inci-

(3.20)

ecrit =

dente.

2
0080%1—%.

2
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3.5 Proéteses e Implantes Dentais

A sadde dental é vulnerdvel por vdrias razdes e efeito cumulativos s@o prejudiciais a
estrutura podendo levar a perda do dente. Assim que um dente, ou a denticdo de modo geral,
sofre algum defeito estrutural toda a saide bucal fica ameagada pois este tipo de defeito ndo é

auto-regenerativo [35].

Por conta disso, uma forma de contornar essas condicdes indesejdveis é com o uso de
préteses e implantes dentdrios para substituir um ou mais dentes defeituosos. Além de restaurar
a funcdo oral e a estética da boca, préteses dentais devem manter ou melhorar a satde geral do
paciente. Assim sendo, € necessario que os materiais empregados tenham uma boa biocompa-
tibilidade, isto é, tais materiais ndo devem ter efeitos téxicos ou danosos para o organismo do

paciente [35].

E importante destacar a diferenca entre prétese e implante: enquanto a protese corres-
ponde a coroa do dente, que fica visivel acima da gengiva, o implante é andlogo a "raiz da
protese”. A geometria de um implante € semelhante a de um parafuso, € uma estrutura normal-
mente metdlica cilindrica que prende o implante a mandibula [3]. A Figura 15 traz a comparagao

esquemadtica entre um dente sauddvel e um implante sobre prétese.

Figura 15 — Comparagao esquemadtica entre dente e implante.

\Y
Mandibula

Gengiva

Fonte: elaborado pelo autor.

Um bom implante deve apresentar as seguinte propriedades [36]:

Moédulo de elasticidade: Os materiais escolhidos para confeccionar o implante devem ter mo-
dulo de elasticidade semelhante aos dos ossos, para garantir distribui¢do uniforme do

estresse no implante e minimizar o movimento relativo em relag@o a estrutura de fixacao;
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Resisténcia a tracdo: Implantes devem ter alta resisténcia a tragcao e for¢a de compressao para

prevencgdo de fraturas e aumentar a estabilidade funcional;

Maleabilidade: Uma maleabilidade de pelo menos 8% ¢é necessaria para um implante dental,

i1sso garante que o material possa ser devidamente moldado;

Dureza e resisténcia: Aumentar a dureza do material diminui o desgaste do implante e aumen-

tar a resisténcia previne fraturas;

Resisténcia a corrosao: E necessdrio que o material escolhido para confec¢do do implante
seja resistente a corrosao para prolongar sua funcionalidade. Corrosdes podem ocorrer
por desgaste mecanico, liberacdo de fons (especialmente no caso de implantes de niquel-

cromo) e reacdes eletroquimicas.

A Tabela 1 classifica os materiais utilizados para confeccionar implantes de acordo com
a resposta bioldgica que cada um desses materiais apresenta [36]. Dizemos que um material
¢ biotolerante quando ele ndo € necessariamente rejeitado pelo organismo quando implantado,
mas € coberto por uma camada fibrosa em forma de cdpsula para prevenir reacdes; materiais
bioinertes ndo interagem com o organismo, podendo ser implantados em contato direto com a
estrutura dssea; materiais bioativos sao aqueles que permitem a formacao de uma nova camada
dssea em sua superficie, mas a troca de fons entre o implante e o ambiente criam uma regidao

intermedidria de ligacdo entre a prétese e o osso [37].

Tabela 1 — Classificacdo de materiais utilizados na confec¢@o de implantes.

Atividade Tipo de Material
Biodinamica Metais Ceramicas Polimeros
Ouro Polietileno
Ligas de Co-Cr Poliamida
Biotolerante Aco inoxidével Acrilico
Niodbio Politetrafluoretileno
Tantalo Poliuretano
Titanio comercialmente Oxidos de aluminio
Bioinerte pHTo £
Ligas de titanio Oxidos de zirconio
Hidroxiapatita
N Fosfato tricalcio
Bioativo ..
Biovidro

Carbono-silicio

Fonte: [36], adaptado.

3.5.1 Implantes de Titanio

Dentre os materiais listados na Tabela 1, o titdnio recebe destaque por ser um material

bioinerte e apresentar as propriedades acima listadas, de modo que € o material mais utilizado



37

na confec¢do de préteses atualmente. Uma caracteristica especial desse material é que ele forma

uma camada estavel de 6xido ao redor da sua superficie que apresenta baixa reatividade [36].

Na forma como é comercializado, os implantes de titdnio sdo classificados em quatro
indices que diferem entre si de acordo com a presenga de outros metais na composi¢ao cha-
mados de "graus de pureza". E comum que haja adicdo de ferro para aumentar a resisténcia a
corrosdo, aluminio para aumentar a dureza e diminuir a densidade, e vanddio para coletar ions
de aluminio e prevenir corrosdo, além de outros metais [36]. Alguns materiais que ndo sdo bi-
ocompativeis podem ser rejeitados pelo corpo ao serem utilizados como implante. Isso se da
pelo fato de ndo ocorrer uma boa biointegracdo com o ambiente, fazendo com que o organismo
reconheca o implante como um corpo invasor nao havendo a osso-integracao [38].

A osso-integracao € fundamental para o funcionamento correto do implante, uma vez
que sem essa ocorréncia ndo hé garantia de fixacdo do pino [38]. O titanio, por ser um material
organicamente compativel, apresenta taxa de sucesso de implante na faixa dos 98%. Os 2% de
falhas ocorrem principalmente por pacientes que ndo seguem as recomendagdes para o pos-
operatorio ou casos especificos que apresentam dificuldades de cicatrizagdo [39]. Implantes de
titdnio levam de trés a seis meses para serem completamente osso-integrados a mandibula. Por
ser um material leve, resistente e biocompativel com o corpo humano, o titdnio é o material
mais recomendado para a confeccdo de implantes e é o tipo de implante mais frequentemente
utilizado [39].

Existem dois tipos bésicos de implantes de titdnio: implantes de peca Unica, onde o
parafuso € fixado na mandibula e a prétese é moldada diretamente sobre o pino; ou implantes
compostos, que sdo compostos por trés regides [3]. Nos implantes compostos o parafuso é
fixado na mandibula, mas a prétese € moldada sobre um suporte de titdnio que € ligado ao
parafuso por meio de uma peca intermedidria. Os dois tipos de implantes estdo ilustrados na
Figura 16.

Figura 16 — Ilustragdes de dois tipos de implantes de titanio: de peca inica e composto.

(a) Iustrag@o de implante de peca unica. (b) Ilustracao de implante composto.

Fontes: [40,41], adaptado.
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3.5.2 Peri-Implantite

Complicacdes bioldgicas que afetam implantes osso-integrados se tornaram um assunto
de muito foco e discussdo na odontologia moderna. A maioria dessas complicagdes ocorrem
por inflamacdes associadas com ac¢d@o bacterioldgica [2, 42, 43], sendo possivel destacar dois
casos: a mucosite peri-implantar e a peri-implantite. Acredita-se que a mucosite evolua para a

peri-implantite assim como a gengivite evolui para a periodontite [1,2].

A peri-implantite ¢ uma condicdo patolégica que ocorre nos tecidos ao redor de im-
plantes dentais, caracterizada pela inflama¢do na mucosa peri-implantar e progressiva perda do
suporte 6sseo do implante [2,5]. A inflama¢ao na mucosa € definida pela ocorréncia de sangra-
mento ao fazer pressdo sobre a regido da gengiva que circunda a protese, o chamado bleeding
on probing (BOP) [1,2]. Por definicdo, diz-se que hd inflamacdo quando o sangramento € detec-
tado para uma forga aplicada inferior a 0.25 N [1,43]. Além do BOP, outra forma de detectar a

peri-implantite em um individuo € verificar a perda de estrutura dssea por meio de radiografias.

Vale ressaltar que a peri-implantite pode ser iniciada ou sustentada por diversos fatores
como excesso de cimento na aplicacdo do implante, restauracdo inadequada, mau posiciona-

mento do implante ou demais complicacdes técnicas [5,43].

Apesar de serem doencgas semelhantes, as principais diferengas entre a peri-implantite e
a periodontite sdo:

Presenca de leucocitos e macrofagos: bidpsias de tecidos com peri-implantite mostram uma

concentracdo maior dessas células do que tecidos com periodontite [2];

Tamanho de lesoes: de modo geral, as lesdes causadas pela peri-implantite sio maiores do que

as de periodontite.

As principais bactérias causadoras da peri-implantite sdo a Porphyromonas gingivalis
e Tannarella forsythia [2,44]. Além disso, a ocorréncia da doenca torna o ambiente inflamado
propicio para o desenvolvimento de fungos e virus, o que torna a peri-implantite uma doenca de
infeccdo altamente heterogénea [2]. Tais bactérias produzem toxinas dcidas que alteram o pH
da cavidade peri-implantar, o que leva a corrosiao do implante e, consequentemente, a liberagcdo

de fons de titanio na saliva e no fluido do sulco gengival [5].

O 6xido de titanio € utilizado na confecgdo de produtos utilizados no dia-a-dia da maio-
ria das pessoas, como remédios, comidas, produtos cosméticos e cremes dentais [S]. Por conta
disso, particulas de titanio sdo encontradas nao s6 em amostras de saliva de portadores de pro-
teses dentais mas também em bocas sauddveis [5, 45]. Entretanto, pesquisas evidenciam que
a concentragdo dessas particulas € maior em amostras oriundas de pessoas que fazem uso de

implantes [5,46—48] e ainda maior em pacientes que sofrem de peri-implantite [5,49,50].
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Além da corrosdao proveniente da acdo bacteriana, existem outros efeitos que podem
acarretar na liberacao de particulas e titanio do implante. Uma possivel situacdo é que o fltor
presente em cremes dentais cause dissolu¢do na camada de 6xido de titanio protetora do im-
plante e facilite a corrosdao do mesmo. A combinacdo de fatores bioldgicos, como a ac¢do bac-
teriana, com fatores quimicos e desgaste mecanico podem agravar o quadro de corrosdo das
proteses [5,51,52].

Levando todos esses fatores em conta, a andlise foi realizada ao comparar as concen-
tracOes elementares detectadas nas amostras de saliva coletadas em diversas regides da boca de
individuos portadores de peri-implantite. Uma das regides de coleta foi o ducto da glandula pa-
rétida - uma das glandulas responsdveis por produzir saliva - que foi considerada como amostra

de controle para cada individuo por conter apenas saliva pura.

3.5.3 Liberacao de Titanio

A mera presenca de proteses de titanio em ambientes bucais resulta na liberacao de par-
ticulas de titanio na saliva, como verificado no resultados encontrados por Cleto e colaborado-
res [53]. Acredita-se que com a corrosao dos implantes causadas por doengas peri-implantares
essa liberagdo € ainda maior [5].

Apesar de ser um material bioinerte com alta taxa de sucesso, existem alguns casos de
problemas causados pelo uso de implantes feitos de titanio [54]. Os principais efeitos colaterais
que podem ocorrer pela liberagdo de particulas de titanio decorrem da deposi¢do das particulas

corroidas nos tecidos ao redor dos implantes.

A deposic¢do dessas particulas em tecido 6sseo pode agravar os casos de peri-implantite,
acentuando ainda mais o quadro clinico. Outros exemplos de consequéncias da liberagao de

titanio sdo a "sindrome da unha amarela"e reacoes alérgicas generalizadas [54].

Uma alternativa para o uso de implantes de titdnio sdo os implantes de zirconia [54,55].
Nesse tipo de implante tanto o implante quanto a prétese sao feitos de 6xido de zirconio e, por

serem semelhantes a porcelana, aparentam ser mais naturais no ambiente bucal.

3.6 Analise de Fluidos Bioldogicos

A andlise de fluidos bioldgicos no corpo humano desempenha um papel importante no
diagnéstico e progndstico de doencas [56]. Mudancas na concentracdo ou composi¢cdo de um
componente bioquimico desses fluidos pode ser utilizada como indicador de uma condig¢do fisio-
l6gica ou patolégica adversa. Ainda € possivel considerar a presenca de um elemento "estranho"

como um marcador para detec¢do de uma doenca.

Uma grande vantagem da se trabalhar com esses fluidos € detectar doencgas a tempo de

se fazer um tratamento adequado. Além disso, monitorar a concentragdo de elementos presentes
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em fluidos biol6gicos durante o periodo de tratamento de uma doencga € vantajoso para averi-
guar a eficdcia do tratamento aplicado. Os fluidos bioldgicos de maior interesse para andlise
sdo: urina, sangue, lagrimas e saliva [56], sendo este ultimo o objeto de interesse do presente
trabalho.

3.6.1 Saliva

A saliva € uma secrecdo glandular que permeia toda a cavidade bucal e é responsavel
por manter a satide deste ambiente protegendo tanto os dentes quanto os tecidos moles da boca.
Sua composigao basica é de 99% de dgua e 1% de demais substancias organicas e inorganicas
[57]. Dentre as substancias inorganicas encontram-se elementos-traco cujo estudo € do interesse
deste trabalho. Esses elementos sio responsdveis pelo crescimento e desenvolvimento do corpo

humano [57] ou podem ser indicativos de doencgas [57-59].

A andlise da composicao elementar de amostras de saliva representa uma abordagem
ndo invasiva de obtencdo de informagdes sobre os componentes presentes no corpo humano.
Realizar observacoes sobre este fluido permite monitorar a acdo de terapias medicinais e dis-
tirbios patoldgicos evitando fazer uso de processos invasivos, que muitas vezes podem ser
incomodos e até dolorosos para os pacientes. E, por ser um processo indolor, a coleta de saliva
para monitoramento continuo € mais ficil de ser feita do que, por exemplo, a coleta de sangue

para verificar os niveis de glicemia em pacientes diabéticos.

Conhecendo a composi¢do elementar de uma amostra de saliva € possivel obter infor-
macodes que revelam a manifestacao de uma série de doencas [56], seja pela detec¢ao da doenca
propriamente dita ou pela detec¢do da resposta do organismo. Dois casos que podem ser desta-
cados sdo: detec¢do de anticorpos do HIV [60]; monitorar a producio da quantidade de amilase

salivar de pacientes com fibrose cistica [60].

A importancia de se entender a presenca de elementos-traco no organismo levou ao
aumento na necessidade de desenvolver métodos mais precisos para se analisar analiticamente
fluidos biol6gicos [53]. Dentre as técnicas utilizadas para esse fim, a TXRF recebe destaque
pois a preparacdo de amostras para andlises € simples e relativamente barata, além de fornecer
limites de deteccdo da ordem de partes por bilhdo (ppb) para amostras com volume de alguns
ul [28].

3.7 Analise Multivariada

O uso de estatistica multivariada permite analisar simultaneamente a acdo de muitas
varidveis sobre um mesmo sistema, possibilitando extrair muito mais informacdes de um con-
junto de dados. Nao s6 é possivel detectar a acdo de cada uma das varidveis, mas também da
inter-relacdo entre elas [61]. Com isso, é vantajoso aplicar a estatistica multivariada sobre dados

de anélise espectroscopica visto que dessa forma € possivel analisar os resultados obtidos com
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maior precisdo, fazer modelagens na presenca de elementos interferentes e extrair informacoes
que ndo estejam explicitas [62]. Uma vertente da quimica designada para esse tipo de estudo € a
quimiometria, uma ciéncia inerentemente multidisciplinar que faz uso de métodos matematicos
e estatisticos para resolver e predizer problemas, principalmente de ciéncias naturais experimen-
tais. Portanto, os métodos quimiométricos podem ser utilizados para diversas finalidades, como
planejamento e otimizacdo de experimentos, processamentos de sinais analiticos, classificagdo
dados, andlise exploratéria baseada em reconhecimento de padrdes, calibracio multivariada,
entre outros [63]. Para a realizacdo deste trabalho apenas a andlise exploratdria foi aplicada,
mais precisamente a Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component

Analysis).

3.7.1 Pré-Processamento de Dados

Antes de realizar a andlise multivariada € necessario organizar os dados que serdo anali-
sados e recomenda-se fazer ainda um pré-tratamento e/ou pré-processamento dos dados com o
intuito de reduzir variacdes indesejaveis que podem enviesar os resultados [62]. Para a anélise
espectral, os dados obtidos para cada amostra sdo organizados na forma de uma matriz X,,,
cujas linhas (n) representam as amostras e as colunas (m) representam as varidveis (no caso da
TXRF, podem ser tanto as contagens detectadas pelo sistema quanto as concentragdes calcula-

das para cada elemento). A Figura 17 relaciona um espectro com a matriz de dados gerada.

Figura 17 — Organizacdo de uma matriz de dados para andlise de espectros.

Elementos
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? Xll X]) Xln >
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Matriz de dados
de contagens

Fonte: elaborado pelo autor.

Enquanto os pré-tratamentos (alisamentos, derivadas, etc.) sdo aplicados as linhas da
matriz isto €, sobre as amostras, os pré-processamentos (autoescalamento, centragem na média,

etc.) sdo aplicados sobre as colunas, ou seja, as varidveis. Nos dados coletados para este tra-
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balho, o pré-processamento aplicado foi o autoescalamento, que € recomendado nos casos em
que as varidveis sdo expressas em diferentes escalas ou ha grande variag@o nos dados. O intuito
desse pré-processamento ¢é igualar o potencial de cada varidvel para minimizar o efeito de uma
varidvel dominante [62, 64]. No autoescalamento, as varidveis sdo centradas na média e poste-
riormente divididas pelo seu desvio padrdo de modo a limitar os valores ao intervalo [—1, 1]. A
Equacdo (3.21) descreve este processo matematico,

g X=X , (3.21)

o

onde Z ¢ a valor autoescalado, X € o valor original, X € a média aritmética calculada para cada

variavel e o o desvio padrao deste conjunto.

3.7.2 Anadlise de Componentes Principais (PCA)

No contexto da quimica e, portanto, da quimiometria, a Anélise de Componentes Prin-
cipais € considerada a técnica de andlise multivariada mais difundida e indicada para andlise e
identificacdo de padroes [63,64]. A ideia principal por trds da PCA € reduzir a dimensionalidade
de um conjunto de dados que contém um nimero muito grande de varidveis inter-relacionadas,
preservando a0 médximo a variagdo presente no conjunto de dados [65]. Tal feito é possivel ao
transformar as varidveis do conjunto em um novo conjunto, o das componentes principais (PC,
do inglés principal components), que ndo sao correlacionadas e devem ser ordenadas de modo

que as primeiras PC’s retenham a maior parte das variagdes presentes no conjunto original.

Idealmente, o nimeros de PC’s serd igual ao nimero de componentes significantes e
cada PC ¢ caracterizada por duas grandezas: os scores e os loadings. No contexto das andlises
espectrométricas, os scores representam as amostras analisadas no novo sistema de coordenadas
e os loadings sdo os coeficientes de combinacao linear que representam o quanto cada varidvel
original contribui para a construc¢io de cada PC [62, 63]. Ao confeccionar um grafico dispondo
apenas dos scores € possivel ver se ha formacao de agrupamentos entre as amostras analisadas
e, ao adicionar a informacdo dos loadings, torna-se possivel também verificar quais sdo os

elementos responsadveis por esses agrupamentos.

Na literatura existem diversos procedimentos para fazer a conversao da matriz de dados
original para o sistema de componentes principais. Dentre os principais € possivel destacar a
decomposicao por valores singulares (SVD, do inglés Singular Value Decomposition) e diago-
nalizacdo da matriz de correlacdo. O método utilizado nesse trabalho foi o SVD. Em termos
matriciais, o procedimento para conversao dos dados originais para o espaco de componentes
principais consiste em converter uma matriz X,,», em duas matrizes menores T,,.2 € P, «o

somada a uma matriz de residuos E,,«,, [66]. Isto é,

men = TmXZPZXQ + men ) (322)
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Cada linha da matriz de dados original, X,,,«,,, € considerada como um ponto no espago
n-dimensional que € criado com a aplicagdo da SVD. Uma forma de visualizar essa redugdo de
dimensdes estd ilustrada na Figura 18, onde dados projetados tridimensionalmente sdo conver-
tidos para um sub-espago bidimensional no sentido da maior variancia (PC1), para facilitar a
identificacdo de padroes.

Figura 18 — Exemplo de reducdo dimensional pela aplicacdo da PCA.

original data space

component space

kS
id Hh +++ i ta
2 S
5 ) i
0] 23
=N
R
=
PC 1

Fonte: [66]

Os resultados obtidos para a PCA realizados nesse trabalho estdo dispostos e discuti-
dos no Capitulo 6 e o cdédigo utilizado para realizagdo da andlise, em Python, esta disposto e
comentado no Apéndice A.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na literatura, ndo existem muitos artigos que facam uso de técnicas espectroscopicas
de raios X para estudo de doengas. Dentre as fontes estudadas para a confec¢do do presente
trabalho, destacaram-se as pesquisas realizadas por Cleto [53], Poletto [57], Mercan [46], Safi-
oti [49], Soler [5], Abraham [67] e respectivos colaboradores. Esses trabalhos foram escolhidos
para nortear a confeccao da presente dissertagao por utilizarem técnicas iguais ou semelhantes
a empregada pelo autor e por apresentarem resultados que poderiam ser verificados em labora-

tério ou complementados pelos resultados obtidos.

Em 2016, Cleto e colaboradores [53] aplicaram a técnica de Fluorescéncia de Raios X
por Reflexdo Total (TXRF) sobre amostras de saliva coletadas em duas regides da boca de sete
pacientes escolhidos aleatoriamente: no ducto da glandula parétida e no sulco entre os dentes
46 e 47. O objetivo dos pesquisadores era de utilizar a TXRF para avaliar qualitativamente
os resultados. Os elementos quimicos encontrados nas amostras coletadas em ambas as regides
foram fésforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potédssio (K), célcio (Ca), titanio (Ti), manganés (Mn),
ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), selénio (Se), bromo (Br), rubidio (Rb) e chumbo (Pb). Apesar
de varios elementos terem sido identificados, nem todos os elementos foram encontrados nas
amostras de todos os pacientes em estudo. Ao comparar os resultados qualitativos obtidos para
as amostras de saliva e da pardtida, foi possivel verificar elementos presentes na saliva coletada
do sulco que ndo aparecem na glandula parétida. De modo que a anélise utilizada € satisfatéria
para identificar os elementos contidos nas amostas de cada regido, o que torna a TXRF uma boa

técnica de analise de amostras de saliva.

Em 2020, Poletto e colaboradores [57] analisaram a relacdo entre os elementos-traco
contidos em amostras de saliva de criangas e a presenca de céries dentais por meio da TXRFE.
Amostras de 120 criancas (60 sauddveis e 60 com céries) foram coletadas na faixa etaria de
3 a 6 anos de idade de ambos os sexos que participaram do programa de educagdo de saude
oral preventiva na Universidade Estadual de Londrina. Estudos anteriores [59, 68—73] indicam
que os elementos-traco comumente relacionados com céries dentais sdo aluminio (Al), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). Os pesquisadores verificaram que nas amostras
do grupo acometido por cdries, as concentracdes de Mn e Fe eram significativamente maiores
do que no grupo sauddvel. Portanto, os resultados sugerem uma relacdo entre os elementos-
traco verificados e cdries dentais, indicando um possivel envolvimento destes elementos no

metabolismo dos microrganismos envolvidos no surgimento da cérie.

Por mais que o titanio seja um material altamente inerte, é possivel que ele sofra cor-
rosdo ao ficar em contato com a cavidade bucal. Esse foi o resultado verificado em um estudo

realizado por Mercan e colaboradores [46], que consistia na andlise de amostras de gengiva
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por meio de espectroscopia de massa com plasma indutivamente acoplado por ablacao de laser
(LA-ICP-MS). Usando 22 pacientes que usaram implante por 3 meses como grupo de teste € 10
voluntarios como grupo de controle, os pesquisadores verificaram uma concentracdo média de
titanio maior para o grupo de teste do que o grupo de controle. Entretanto, a diferenca detectada
nao € considerada significativa e os autores sugerem que mais pesquisas devem ser realizadas

sobre 0 assunto.

A peri-implantite € uma doenga que pode ser desenvolvida por usudrios de implantes
dentais e € representada por uma perturbagdo na interface biocompativel entre a camada de di6-
xido de titanio na superficie do implante e os tecidos peri-implantares. Motivados pelo assunto,
Safioti e colaboradores [49] levantaram a hipétese de que existe uma relag@o entre a dissolucao
de titdnio em implantes dentdrios (0 que sugere corrosdo) e a ocorréncia de peri-implantite em
humanos. Os pesquisadores analisaram 40 amostras de placa submucosa ao redor de implantes,
divididas entre um grupo sauddvel e um grupo com incidéncia de peri-implantite. Os niveis
de titanio foram analisados usando espectroscopia de massa com plasma indutivamente aco-
plado (ICP-MS). Os resultados mostram que a concentracdo de titinio para os pacientes com
peri-implantite eram maiores do que para o grupo saudédvel, o que indica uma relacdo entre a

dissolucdo de titanio e a ocorréncia de peri-implantite.

Titanio sofre corrosdo ao estar exposto a acdo bacteriana. Por conta disso, em 2020
Soler e colaboradores [5] investigaram esse fendmeno como fun¢do das particulas de titanio
encontradas em tecidos coletados em pacientes que sofrem de peri-implantite, uma vez que
a doenca € causada por bactérias. As amostras foram coletadas de oito pacientes para serem
processadas e mergulhadas em resina para posterior andlise usando espectroscopia de raios X
por dispersdo de energia (EDXRF) e microscopia eletronica (SEM). Em cinco das oito amostras

coletadas verificou-se a presenca de particulas de titanio no tecido mole.

A corrosdo de metais implantados em biomateriais € esperada. Como fluidos bioldgicos
s@0 ricos em fons quimicamente ativos, processos eletroquimicos comec¢am a ocorrer na super-
ficie do implante metdlico imediatamente apds a instalacdo. O trabalho realizado por Abraham
e colaboradores [67] analisou amostras de fluidos orais de usudrios de implantes metalicos uti-
lizando TXRF induzido por radiagdo sincrotron para determinar as concentra¢des de ions meta-
licos presentes nas amostras devido a a¢do de degradacdo dos implantes. Os resultados obtidos
mostram que ions de titdnio apresentam maior concentra¢do no fluido gengival do que na saliva

total, indicando que ha uma deposi¢ao desses fons no tecido gengival.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Porta-Amostra

O porta-amostra utilizado para andlise das amostras de saliva € do tipo pastilha cilindrica
com didmetro de 3 cm e espessura de 3 mm. E vantajoso trabalhar com esse tipo porta-amostra
pois os discos sdo baratos e descartdveis e ocorre pouca deteccao de elementos do disco no
espectro obtido pela andlise das amostras. Antes das amostras serem depositadas, € necessario
retirar uma fina pelicula protetora do disco que impede contaminagdo do disco e, consequente-
mente, da amostra. Tal pelicula pode ser vista sendo retirada na Figura 19a. Para que as amostras
sejam preparadas, o equipamento de andlise acompanha um suporte de preparo onde o disco é
posicionado e apresenta um ponto central para indicar a posicdo onde a amostra deve ser depo-

sitada, vide Figura 19b.

Figura 19 — Pelicula protetora do disco sendo retirada e porta-amostra sobre suporte de preparacao .

(a) Pelicula protetora sendo retirada.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 Coleta das Amostras

Para a realizagdo deste trabalho, foram coletadas amostras de salivas em vdrias regides
da boca de pacientes que apresentaram peri-implantite. A Tabela 2 traz algumas informacdes

bésicas sobre todos os pacientes analisados.
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Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos pacientes analisados.

Paciente Descricao

Homem adulto que fez uso de implantes por vérios anos antes
Paciente A1 de precisar trocar devido a peri-implantite. Apresenta boa satde

bucal.

Homem adulto que ao longo da vida ja perdeu seis implantes
Paciente A2 para infec¢Oes peri-implantares. Além da peri-implantite

também sofre com tartaro.
Mulher adulta que faz uso de varios implantes, apresentando
sulcos sauddveis, com mucosite peri-implantar e peri-implantite.
Homem adulto que fez uso de implantes por vérios anos antes
Paciente A4 de precisar trocar devido a peri-implantite. Apresenta boa satude
bucal.
Homem adulto que fez uso de implantes por vérios anos antes
Paciente B1 de precisar trocar devido a peri-implantite. Apresenta boa satde
bucal.
Mulher adulta com vérios implantes em boca. A substitui¢ao
Paciente B2 fol necessaria por perda de estrutura 9ssea e mal-posicionamento
dos implantes.
Mulher adulta portadora de ELA que faz uso de implante de
Paciente B3 6xido de zirconio. O implante foi perdido mas sem sinais
aparentes de peri-implanite.
Mulher adulta que fez uso de implantes por varios anos
Paciente C1 antes de precisar trocar devido a peri-implantite. Apresenta
boa saude bucal.
Homem adulto que fez uso de implantes por varios anos
Paciente C2 antes de precisar trocar devido a peri-implantite. Apresenta
boa saude bucal.
Homem adulto com histérico de perda de implantes para
doencas peri-implantares. Apresenta boa satide bucal.
Homem adulto que faz uso de implantes ha varios anos
sem tracos de peri-implanttite. Apresenta boa satde bucal.

Paciente A3

Paciente C3

Paciente Controle

Os dez primeiros pacientes foram divididos em grupos em funcdo das regides cujas

coletas foram feitas, sendo eles:

Grupo 1 Pacientes afetados por peri-implantite cujas amostras de saliva foram coletadas em

diferentes regides da boca;

Grupo 2 Pacientes que perderam um ou mais implantes cujas amostras de saliva foram coleta-

das em diferentes regides de um implante que foi perdido;

Grupo 3 Pacientes afetados por peri-implantite que tiveram amostra de tecido gengival cole-

tada além das amostras de saliva.



48

As Tabelas de 3 a 5 relacionam os pacientes que concordaram em participar da pesquisa
com os locais de onde as amostras foram coletadas. O conjuntos de coletas para cada paciente

€ heterogéneo pois dependeu da disponibilidade de cada uma das regides.

Tabela 3 — Relacdo entre pacientes e amostras coletadas para o Grupo 1.

. Paciente
Regiao de Coleta AT A2 A3 Ad
Duto da glandula parétida X X X X
Sulco de implante saudavel X X X
Interior de implante X X
Sulco de implante com peri-implantite X X X X
Saliva total X X
Sulco de mucosite peri-implantar X

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 4 — Relag@o entre pacientes e amostras coletadas para o Grupo 2.

x Paciente
Regiao de Coleta Bi B2 B3
Superficie do implante X X
Apice do implante X X X
Corpo do implante X X X
Corpo do implante com sangue X
Implante como um todo X X X

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Relag@o entre pacientes e amostras coletadas para o Grupo 3.

Paciente

Cl1 C2 C3
Sulco de implante com peri-implantite X X
Corpo do implante

Saliva total X
Sulco de um dente X
Tecido gengival X

Regiao de Coleta

ol ol
Rl

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 20 ilustra as regides de coleta para o sulco gengival de um implante sau-
davel (20a), uma regido de mucosite peri-implantar (20b) e um implante acometido por peri-
implantite (20c). Além disso, a Figura 21 indica onde estd localizada a glandula parétida e o
duto que a liga até a boca por onde a saliva produzida é transportada, e a Figura 22 representa

as diferentes regides de coleta feitas sobre implantes.
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Figura 20 — Regides de coleta em sulco peri-implantar.

(a) Sulco saudavel. (b) Mucosite. (c) Peri-Implantite.

Fonte: [74], adaptado.

Figura 21 — Localizag@o da glandula parétida e o duto que leva a saliva produzida até a boca.

Glandula
parétida

Duto da parétida

Fonte: [75], adaptado.

Figura 22 — Regides de coleta de amostra em implantes.

5 Superficie

do implante

—> Corpo

do implante

Interior
do implante

Apice
do implante

Fonte: [76], adaptado.
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5.3 Preparacao das Amostras

Para cada regido, foram coletados 10 pL. de saliva com uma micropipeta e ponteiras
descartaveis estéreis (Figura 23) para preparacdo das amostras. O volume de saliva foi entdao
imediatamento depositado sobre uma das superficies dos discos de acrilico descritos na Secao
5.1 apés a retirada da pelicula protetora. Quando o conjunto de amostras para cada paciente
ficou pronto, eles foram depositados sobre um suporte confeccionado especificamente para se-

cagem de amostras liquidas para TXRF.

Figura 23 — Micropipeta com ponta estéril descartdvel semelhante a utilizada para coleta das amostras.

Fonte: elaborado pelo autor.

Vale ressaltar que durante todo o preparo das amostras foram utilizadas mascaras e luvas
sem talco, desde a coleta até a medi¢do no espectrometro, para evitar contaminagdo das amos-
tras. Ao contrario das amostras de saliva, a coleta do tecido gengival dos pacientes do Grupo
3 foi feita por meio de raspagem do tecido, a Figura 24 ilustra uma lamina de ago inoxidavel
tamanho 15C da Swann Morton, o tipo de lamina utilizada para este conjunto de coletas. A
metodologia de coleta é semelhante a utilizada no exame de Papanicolau, realizada para de-
teccdo de cancer de colo de utero [77]. A regido da gengiva foi raspada pela 1amina, de modo
a coletar células de tecido gengival sobre esta, que posteriormente foram raspadas sobre os

porta-amostras (esfregaco de Nicolau) para secagem e posterior andlise.

Figura 24 — Tipo de 1amina utilizada para raspagem de tecido gengival.

N

Fonte: [78]
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O suporte contendo os discos foi levado a uma estufa para que ocorresse a secagem das
amostras. Os discos foram mantidos no forno a uma temperatura de 55°C por aproximadamente
35 minutos. O procedimento de preparo realizado foi baseado no descrito por De La Calle e co-
laboradores [79] que é chamado de procedimento direto sem tratamento. As Figuras 25a e 25b
ilustram um disco de amostra apds a secagem e estojo utilizado para secar, armazenar e trans-
portar as amostras, respectivamente. O estojo de discos foi confeccionado especificamente para
este fim e € composto de um material que ndo sofre derretimento ao ser expostos as temperatura

de secagem da estufa e € capaz de suportar até doze discos de amostras por vez.

Figura 25 — Disco contendo amostra e estojo utilizado para armazenar discos.

(a) Disco com amostra seca pronta (b) Estojo utilizado para armaze-
para a andlise. nar discos de amostra.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.4 Sistema S2 PICOFOX

O Sistema S2 PICOFOX, produzido pela Bruker Nano GmbH (Berlim, Alemanha) é
uma espectrometro de mesa transportavel destinado para microandlises quantitativas e semi-
quantitativas multi-elementares rapidas e precisas de amostras utilizando os principios da TXREF,
apresentando limites de detecg@o no intervalos de ppm a ppb [34]. Como o aparelho ndo neces-
sita de refrigeracao criogénica, € relativamente compacto e pode ser levado para andlises in situ
desde que haja um fonte de energia. A Figura 26 traz uma foto do espectrometro ao lado do

computador utilizado para o processamento dos dados obtidos com o espectrometro.

Os maiores beneficios do uso deste aparelho s@o: (i) Limites de detec¢do na faixa de
ppm a ppb; (i) Andlise de elementos tragco multi-elementar simultanea; (iii) Andlise de amos-
tras com tamanho reduzido, no intervalo de ng a ug; (iv) Quantificacdo utilizando padrao in-
terno; (v) Aplicavel em varias situagdes de andlise e tipos de amostra; (vi) Auséncia de efeitos

de matriz; e (vii) Baixo custo de operacdo. As dreas principais em que o S2 PICOFOX pode
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ser aplicado sdo: andlise ambiental; controle de qualidade; ci€ncias de materiais; industria de

semicondutores; medicina e biotecnologia.

Figura 26 — Foto do sistema S2 PICOFOX utilizado ao lado do notebook responsével por fazer a analise de dados.

Fonte: elaborado pelo autor.

Existem duas versdes bdsicas deste aparato que variam de acordo com o tipo do tro-
cador de amostras. O modelo manual suporta um disco de andlise por vez, e deve ser trocado
manualmente cada vez que uma nova amostra for analisada. O modelo automatico conta com
um suporte para até 25 amostras simultaneas que sdo analisadas sequencialmente. Ha ainda um
versao de alta eficiéncia, que € cerca de cinco vezes mais sensivel do que a versao bdsica, sendo
esta a utilizada para a realizacdo do trabalho.

O tubo de raios X utilizado na maquina € o modelo MCB50-0.7G, da rtw Rontgen-
Technik Dr. Warrikhoff GmbH & Co.KG. O tubo é feito de metal e cerdmica e é equipado com
um cdtodo aterrado. O 4nodo do tubo € feito de molibdénio e € refrigerado por um cooler de
ar. A angulacdo do anodo € de 6° com a direcdo do feixe de elétrons incidente e apresenta uma
janela de berilio de 100 pym. Além disso, a tensdo, a corrente e a poténcia maximas que podem
ser aplicadas sobre o tudo sdo 50 kV, 600 pA e 30 W, respectivamente.

O detector de raios X utilizado é um detector semicondutor do tipo SDD (do inglés, Sili-
con Drift Detector). Esse tipo de detector € escolhido por apresentar um baixo ruido eletronico
e um baixo shaping time, isto €, processa rapidamente o sinal recebido. O SDD é composto
por um substrato de silicio encrustado com eletrodos tipo p+ (cdtodos) de potenciais distintos,
gerando um campo elétrico natural dentro do detector, e um eletrodo n— (dnodo). Quando um
elétron atinge o subtrato, ocorre a formacao de um par elétron-buraco na estrutura cristalina do
semicondutor, que ¢ levado em direcao ao eletrodo n— por acdo do campo elétrico formado no
interior do cristal pelos anéis existentes na superficie do detector, onde ¢ feita a contagem da

radiacao recebida.
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A estrutura de um detector SDD com um transistor JFET de n canais integrado esté
ilustrada na Figura 27, onde o portdo do transistor estd conectado ao anel do anodo por uma
faixa de metal. Vale ressaltar que a janela de entrada do detector deve ser suficientemente fina
para que a energia dos fotons incidentes nao sejam absorvidas antes de entrar em contato com

o cristal de silicio [27].
Figura 27 — Corte transversal de um detector SDD.

Substrato Ultimo anel

Caminpe,

[ofe A0g )«
\ wsi \o%\e""mns

Janela de entrada

Fonte: [27], adaptado.

Na Figura 28 est4 ilustrado um diagrama de blocos que demonstra o funcionamento do

S2 PICOFOX e seus mddulos de operagdo, sendo cada um deles:

PreA pré-amplificador de sinal embutido no detector;

XDSP processador principal para medicao, operagdo, controle € manutengdo do sistema;
XSYS interface do sistema, circuitos de seguranca para controle do gerador e luzes de aviso;
XSPV amplificador do sinal e cancelador de tempo morto;

XNETZ geracio e fornecimento de voltagem do sistema, controle de temperatura do detector;

RVN interface para o gerador de alta voltagem.

Com as informacdes coletadas, o software é responsavel por gerar um espectro de ener-
gias para andlise, onde é possivel configurar o tempo de irradiacdo na amostra, introduzir os

elementos identificados e fazer a desconvolugdo dos picos sobrepostos.

Para a realizac¢do das medidas, o sistema S2 PICOFOX foi ligado aproximadamente uma
hora antes de ser utilizado para que o tubo tivesse tempo de se estabilizar e ndo comprometer as

medidas.

Apoés preparadas e secas, as amostras foram irradiadas por um live time de 100 se-
gundos. Para garantir homogeneizacdo dos resultados, todas as amostras foram medidas em
triplicata sendo rotacionadas manualmente em cerca de 120°. Como ndo houve interesse em

identificar quanto de cada elemento estava presente nas amostras para comparar com algum
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Figura 28 — Diagrama de blocos do S2 PICOFOX.
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Fonte: elaborado pelo autor.

tipo de padrdo ou norma, mas apenas de identificar a presenca dos elementos, as andlises re-
alizadas foram puramente qualitativas. Por isso, os valores analisados nos capitulos seguintes
sdo os das contagens medidas pelo detector (drea liquida dos picos dos espectros) e ndo os das

concentracoes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Elementos Detectados

O valor das contagens obtidas para cada elemento nas amostras de saliva é obtido
pelo software Spectra 7 e calculado a partir das contagens totais para cada valor de energia
subtraindo-se as contagens de fundo. Os principais elementos medidos nas amostras de saliva
foram: Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Fe, Co, Ni, Zn, As, Se, Br e Rb. Além destes ainda fo-
ram encontrados V, Mn, Cu e Ba, mas apareceram em um quantidade muito baixa de amostras.
Os elementos encontrados estdo de acordo com os verificados anteriormente na literatura por

trabalho semelhantes, como o de Cleto e colaboradores [53].

Nas proximas secOes os resultados obtidos para cada um dos pacientes serdo discutidos
individualmente, discutindo possiveis causas para as contagens detectadas ao tentar relacionar
os elementos com a infec¢do ou com a resposta do organismo para a infec¢do com base em re-
sultados verificados na literatura. Para preservar a identidade dos envolvidos todos os pacientes

serdo identificados por nimeros ao invés de nomes.

Para cada paciente serd ilustrada uma tabela contendo os valores de contagem medidos
e um gréifico de barras para cada elemento detectado nas diferentes regides, feito utilizando o
programa Python e a biblioteca matplotlib, para observar o comportamento dos dados. O valor
o indicado nas Tabelas 6 a 16 correspondem a incerteza dos valores de contagens para cada
elemento, como fornecido pelo Spectra 7 ao realizar a andlise das amostras. H4 ainda um dos
espectros obtidos obtidos para cada paciente para complementar a visualizagdo. A presenca
do argdnio se deve a atmosfera dentro da camara de medicdo e a presenca de gélio € fruto
de adi¢do de padrdo interno para determinacdo das concentracdes elementares presentes nas
amostras. Como nao houve desejo de quantificar tais valores, a influéncia deste elemento pode
ser desconsiderada. Os valores de contagens dizem respeitos as dreas liquidas dos picos de cada

elemento.

6.2 Grupo A

Nessa secdo serdo avaliados e discutidos os resultados obtidos para os pacientes que
fazem parte do Grupo 1, isto €, aqueles cujas amostras de saliva foram coletadas em diferentes
regides da boca para identificar quais elementos sdo relacionados com a acao da peri-implantite.
A presenca de cada elemento serd justificada com base em dados estudados na literatura, quando
possivel. Para este grupo o objetivo é comparar a composi¢ao elementar das amostras de sulco

de implantes acometidos por peri-implantite com as demais para cada paciente.
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6.2.1 Paciente A1l

O primeiro paciente cuja saliva foi coletada € um homem adulto que no momento na
coleta fazia uso de implante ha 15 anos, o implante deste paciente teve que ser trocado devido
ao desgaste causado pela peri-implantite. As contagens verificadas para cada regido de coleta
estdo listadas na Tabela 6 e ilustradas na Figura 29. Além disso, a Figura 30 traz um dos espectro

obtidos para a amostra de regido de peri-implantite desse paciente.

Tabela 6 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente Al.

Parétida Peri-Implantite Sulco Saudavel Interior
Si — — — 2300 +50
P 24820 +150 10120 =110 19020 +140 18670 +150
S 30980 4190 62900 4300 9040 +£110 38000 =200
Cl 232000 =£500 175000 =+400 237500 +500 133000 =400
K 536000 4700 224900 4£500 649000 =£800 249000 =+500
Ca 92200 4£300 23780 +200 140000 +400 106000 =300

Ti 6800 +90 600 =+30 1000 +40 13700 +120
Fe 1730 +£40 223000 =£500 14810 £120 11340 =+£100
Ni — — = 550 +20
Cu — 670 +20 — 1900 +£50
Zn 179500 =+400 22100 =+£150 12200 £110 201300 =450
Se — — — 235 £15

Br 42400 =£200 9520 +£100 53800 £200 10110 =+£100
Rb 19270 £170 11490 =150 21450 £170 10000 =+£100

Fonte: elaborado pelo autor.

A glandula pardétida € uma das glandulas responsaveis pela producao de saliva na boca
humana, por conta disso a saliva coletada diretamente na saida do duto que liga essa glandula a
boca é considerada pura, visto que sua composi¢do serd um reflexo da saide do paciente. Para
os fins deste trabalho, as contagens verificadas nessa regiao servem de controle para as demais

regides analisadas.

Na regido de coleta do sulco de um implante acometido por peri-implantite, onde verificou-
se supuracdo no momento da coleta, € possivel notar que as concentracdes de ferro e enxofre sao
mais altas do que nas demais regides (Figuras 29h e 29¢). O alto nimero de contagens de ferro
nessa regiao pode ser resultante da maior presenga de macréfagos, que sao células responsaveis
por combater doencas e infecgdes [80]. A elevada contagem de enxofre é também um resultado
da infec¢@o, uma vez que micro-organismos como a Porphyromonas gingivalis produzem uma
série de compostos a base de enxofre [81]. Além disso, a presenca do cloro também pode estar

relacionada com a resposta a inflamacao [82].

A amostra coletada no interior do implante removido apresenta maiores contagens de
titanio e zinco (Figuras 29g e 29k) do que as demais regides. Uma das principais fungdes do

zinco no ambiente bucal € a de combater bactérias anaerdbicas [83]. Além disso, como indicado



Figura 29 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente Al.
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Figura 30 — Espectro obtido para a amostra de sulco com peri-implantite do Paciente Al.
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Fonte: elaborado pelo autor.

na Tabela 6 ndo ha variacdo significativa nas contagens de titdnio verificadas entre o sulco
sauddvel e o sulco doente, o que indica que o titanio liberado por meio de corrosdo nao fica em
suspensao na saliva do sulco. Como verificado por Soler e associados [5] ao analisar amostras
de tecido gengival de pacientes com peri-implantite, hd uma concentragdo maior de titinio em
sulcos gengivais acometidos por peri-implantite. Esse resultado, associado com as contagens
aqui verificadas, sugerem que o titanio corroido pela doenca é depositado nas gengivas ao invés

de ficar em suspensdo na saliva.

6.2.2 Paciente A2

Assim como o primeiro paciente, o segundo paciente que se voluntariou para participar
deste estudo é um homem adulto que fez uso de implante por varios anos. Mas ao contrario do
primeiro, este paciente tem um histérico mais longo com doencgas peri-implantares, visto que ja
perdeu um total de seis implantes por corrosdo. Além da peri-implantite, este paciente também
sofre com tartaro. As concentracdes elementares obtidas para cada regido de coleta estdo listadas
na Tabela 7 e ilustradas na Figura 31. Além disso, a Figura 32 traz um dos espectro obtidos para

a amostra de regido de peri-implantite desse paciente.

Como no primeiro caso, aqui também € possivel notar que as contagens de ferro e enxo-
fre sdo maiores no sulco peri-implantar acometido pela doenga do que nas demais regides (Fi-
guras 31i e 31d). Dessa forma, € possivel atribuir as mesmas causas para esse comportamento:
maior presenca de macréfagos e efeitos da infec¢do bacteriana respectivamente. As altas pre-
sengas de cloro e zinco (Figuras 31e e 31k) nessa regido também sdo indicativos do combate da

doenca pelo sistema imunoldgico.



Figura 31 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente A2.
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Tabela 7 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente A2.

Parétida Peri-Implantite Sulco Saudavel Interior

Al 1060 +40 - - -

Si 200 =20 —_— 420 425 —_—

P 23800 4160 26380 4170 16840 +140 30920 4120
S 2390 +60 69500 4300 19710 4160 28600 +120
Cl 11210 £+120 139800 +400 127500 +400 334800 +400
K 621000 +800 592300 +800 459900 4700 1229200 +700
Ca 48100 4200 107200 4300 124800 +400 321600 4400
Ti 180 =£20 400 =430 390 430 1390 +30
Fe 1130 +30 5800 +80 2830 +50 6620 +50
Co — — — 1130 +20
Zn 3540 460 42200 4200 16790 +130 28690 +110
Br 40300 +200 37800 +200 39100 4200 109800 +200
Rb 14010 +£140 28600 =200 14650 +150 39550 4150

Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, as contagens de calcio (Figura 31g) para esse paciente sdo significativa-

mente maiores do que para os demais. Esse comportamento pode ser atribuido a presenca do

tartaro, uma vez que essa doenca é caracterizada pela calcificagdo de placa bacteriana ao redor

dos dentes e gengivas [84].

Figura 32 — Espectro obtido para a amostra de sulco com peri-implantite do Paciente A2.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A terceira paciente que concordou em fornecer amostras de saliva para participagdo

deste trabalho é uma mulher adulta que perdeu um implante para a peri-implantite mas possui
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outros implantes em bom estado em sua boca. Por apresentar mucosite peri-implantar em um
dos sulcos peri-implantares, a coleta dessa regido também foi feita para verificar a composi¢cdo
elementar nessa regido inicial da doencga. Os dados para essa paciente estdo listadas na Tabela 8
e ilustradas na Figura 33. Além disso, a Figura 34 traz um dos espectro obtidos para a amostra

de regido de peri-implantite dessa paciente.

Tabela 8 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para a Paciente A3.

Parédtida  Peri-Implantite Mucosite Saliva Total
Al — — 140 +50 —
Si - - 180 +40 —
P 970 +£50 17310 =£90 610 +£50 1970 +40
S 1160 +£50 6050 +60 880 £50 3170 +£50

Cl 1780 =+60 60560 =170 750 +£50 2330 =£40
K 5580 +£80 614500 =+500 32610 =180 25890 =£110
Ca 4330 +70 23930 =110 3800 70 22580 +100

Ti 2570 +50 — — 71400 =£180
\% 115 =£10 — — —

Cr 370 =£20 — — 11450 =£70
Fe 540 +£20 1100 =£20 1520 +30 2240 £30
Ni 5620 +70 — — 77460 £180
Zn — 3330 +40 3410 +60 1480 +£30
As 740 =£30 — 2040 +40 4450 +40

Br 310 +£20 58410 =160 1010 +£30 2590 =£30
Rb 150 +60 17500 =100 1360 +£50 990 £50

Fonte: elaborado pelo autor.

A Paciente A3 apresentou os dados mais desiguais entre os membros de seu grupo.
Enquanto as amostras coletadas dos Paciente A1, A2 e A4 apresentam um comportamento
semelhante, 0 mesmo nao pode ser dito desta paciente, como fica evidente nas Figuras 29 a 35,
especialmente em funcdo das contagens verificadas para o ferro. Nao hd contagens de titanio
verificadas no sulco com peri-implantite € no sulco com mucosite, a0 passo que na saliva total
o nimero € bem elevado. Esse comportamento pode ser atribuido aos demais implantes que a

paciente usa, que podem estar liberando particulas na saliva total.

As altas contagens de zinco (Figura 331) e cloro (Figura 33e) verificadas tanto nas re-
gides de peri-implantite quanto de mucosite peri-implantar podem estar associadas com o com-
bate da infec¢do. A maior incidéncia de enxofre (Figura 33d) na regido de peri-implantite tam-
bém pode ser entendida como um sintoma da infec¢do bacteriana. O arsénio detectado na saliva
(Figura 33m) ndo esté relacionada com a peri-implantite, mas sua presenca nas amostras indi-
cam uma possivel exposi¢do da paciente ao elemento [85]. Longa exposicdo a este material por
meio de ingestdo de alimentos e liquidos pode levar ao desenvolvimentos de lesdes e cancer de
pele [86].



Figura 33 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente A3.
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Figura 34 — Espectro obtido para a amostra de sulco com peri-implantite do Paciente A3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.2.4 Paciente A4

A quarta pessoa a participar deste estudo € um homem adulto que faz uso de implantes
dentais ha varios anos. As concentragOes elementares obtidas para cada regido de coleta estdao
listadas na Tabela 9 e ilustradas na Figura 35. Além disso, a Figura 36 traz um dos espectro

obtidos para a amostra de regido de peri-implantite desse paciente.

Tabela 9 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente A4.

Parétida Peri-Implantite Sulco Saudavel Interior
29200 4170 12520 4120 13510 +130 3090 +70

8600 +110 63200 +300 44200 4200 6480 =+90
Cl 173700 £400 167900 +400 112600 +300 10090 =£110
K 646900 +£800 228400 +500 164400 +400 26370 =£170
Ca 57600+ +£250 54900 +200 100200 +300 62100 =+300

wn =

Ti - 1300 440 21020 £150 12580 =110
Cr — 2800 +£50 37990 £190 20420 =£140
Mn — — 1290 +40 —

Fe 1110 £30 193700 =£400 11370 £100 13680 =£120
Co — 8740 +90 18700 £400 56600 =£200
Ni — — 6630 +80 2020 +40
Cu — 680 +30 970 =£30 215 =£15
Zn 2490 +50 12420 =£110 15180 £120 7110 =£80

Br 65800 £300 8650 +100 9190 =£100 2170 =+£50
Rb 22350 £170 9150 =£130 6570 +£120 860 +80

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 35 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente A4.
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Repetindo os comportamentos verificados nos Paciente Al e A2, o Paciente A4 apre-
senta as maiores contagens de ferro e enxofre (Figuras 351 e 35b) no sulco acometido pela
doenca, reforcando a suposi¢ao de que estes elementos sao decorrentes da presenca de macro-

fagos na saliva e uma evidéncia da acdo bacteriana, respectivamente.

Na coleta da glandula parétida, é possivel verificar um valor relativamente alto para
contagens de bromo (Figura 35n). Por se tratar da parétida, esse fenomeno € decorrente da dieta
do paciente ou efeito de alguma medicacao, por ser um elemento comumente encontrado em

xaropes [87].

Outra situacdo verificada para este paciente € a alta presenga de cromo (Figura 35g)
tanto nas regides de coleta de um sulco peri-implantar sauddvel quanto no interior do implante
retirado, além da presenca de niquel (Figura 35k). A presenca destes dois elementos, junto ao
titanio, sugere que os implantes utilizados por este paciente ndo sdo de titanio comercialmente

puro, mas sim uma liga metélica de NiCr com titanio.

Figura 36 — Espectro obtido para a amostra de sulco com peri-implantite do Paciente A4.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com os resultados verificados nas anélises deste grupo foi possivel verificar que o ele-
mento titdnio ndo estd relacionado com a peri-implantite, uma vez que nenhum comportamento
para as regides de coleta de sulcos doentes foi discernivel dentre os resultados obtidos. Em con-
trapartida, os elementos ferro e enxofre nas amostras de saliva aparentam estar relacionadas com
a acdo da doenga e, em menor grau, zinco e cloro. Outro elemento que apresentou contagens
significativas € o potdssio, mas pouco pode ser dito sobre esse elemento como marcador pois
estd presente em todas as células do corpo humano, j4 que desempenha um papel importante

na troca de nutrientes entre células. Os elementos fosforo e calcio também sdo abundantes em
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todas as amostras, isso se dé ao fato de que a homeostase entre esses elementos é fundamental

para a remineralizacdo dos dentes [88].

6.3 GrupoB

Nessa secdo serdo avaliados e discutidos os resultados obtidos para os pacientes que
fazem parte do Grupo 2, isto €, aqueles cujas amostras de saliva foram coletadas em diferentes
regides de um implante que foi perdido para a peri-implantite e removido da boca do paciente,
com o intuito de avaliar a presenca dos elementos nessas regides e, relacionando-as com os
resultados obtidos para o Grupo 1, estimar em qual regido do implante a acdo da doenca foi
mais aguda. A presenca de cada elemento serd justificada com base em dados estudados na
literatura, quando possivel. Para este grupo o objetivo € comparar a composi¢ao elementar das

diferentes regidoes de um implante entre si.

6.3.1 Paciente B1

O quinto paciente a participar deste estudo € um homem adulto que faz uso de implantes
ha cerca de cinco anos e apresenta uma boa saide bucal. As contagens obtidas para cada regiao
de coleta estdo listadas na Tabela 10 e ilustradas na Figura 37. Além disso, a Figura 38 traz um

dos espectro obtidos para a amostra coletada do corpo do implante perdido por esse paciente.

Tabela 10 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente B1.

Superficie Apice Corpo Total

P 420 +50 2280 =460 700 +£50 1070  +50
S 560 +£50 9290 4110 1500 =60 3530 470
Cl 390 +40 53800 4200 1740 460 40800 4200
K 6880 490 46900 +£200 13370 =+120 43700 +£200
Ca 2300 +50 12250 +120 3310 =+60 2170 +50
Ti 290 +20 475 +20 1120 430 —

Cr - 420 +20 - -

Fe 6240 +80 32800 4180 4930 470 6820 +80
Zn 1190 +£30 2080 =50 790 +30 —

Br 80 410 1570 +40 400 420 1180 +30
Rb 150 £60 1760 =80 460 =+70 1760 470

Fonte: elaborado pelo autor.

O implante deste paciente foi mal posicionado ao ser implantado, o que facilitou o
desenvolvimento da peri-implantite. O espaco vazio formado entre a pec¢a intermedidria e o
implante € propicio para a deposi¢do de restos de alimentos e saliva, o que facilita o desenvol-

vimento de bactérias nessa regido.

A amostra de saliva dita como "total" para os implantes corresponde a uma mistura

das demais regides coletas. Com os resultados obtidos na Secdo 6.2 foi possivel relacionar a



Figura 37 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente B1.
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Fonte: elaborado pelo autor.

peri-implantite com a presenca dos elementos enxofre, cloro ferro e zinco. No paciente B1, as
maiores contagens para esses quatro elementos foram verificadas na regido do 4pice do implante
(Figuras 37b, 37c, 37h e 37i). Dessa forma, é possivel assumir que a acdo da peri-implantite
sobre este implante foi mais aguda em seu dpice. Tal comportamento pode ser explicado pelo
fendmeno que levou a troca do implante, o mal posicionamento do mesmo. Com o acimulo

de material biol6gico nessa drea € natural que ela se torne mais propensa ao crescimento de




68

A maior presenga de titanio (Figura 37f) na coleta do meio do corpo do implante indica
que nessa regido ocorre a maior liberagio de particulas do implante. E possivel que isso indique
uma disrup¢io na camada de 6xido de titdnio causando maior liberacio de fons nessa drea. E
possivel que essa disrup¢ao tenha ocorrido quando o implante foi colocado na boca do paciente,

uma vez que essa regido € aquela que € parafusada a mandibula.

Figura 38 — Espectro obtido para a amostra do corpo do implante do Paciente B1.
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.3.2 Paciente B2

A sexta paciente € uma mulher adulta que fez uso de implante por alguns anos antes
de sofrer perdas pela peri-implantite. Um dos implantes se soltou por corroer a estrutura ssea
onde estava afixado, e além disso os demais implantes da paciente tiveram que ser trocados por
estarem mal posicionados, tornando-os propensos ao desenvolvimento facilitado de doengas.
Além disso, parte da resina que protege a superficie dos implantes havia sido desgastada, fa-
cilitando a corrosdo. As amostras coletadas sdo referentes ao implante que foi perdido para a
doenca, e os dados de contagens medidos estao dispostos na Tabela 11 e ilustrados na Figura
39. Além disso, a Figura 40 traz um dos espectro obtidos para a amostra coletada do corpo do

implante perdido por essa paciente.

As contagens de enxofre e ferro sdo maiores na superficie do implante do que nas demais
regides (Figuras 39b e 39g), indicando que ag¢do da peri-implantite foi mais acentuada nessa
regido do implante. Essa regido € aquela que esta em contato direto com a prétese e fica visivel
sobre a gengiva. O fato de que prétese também tem um suporte de titdnio em seu interior que
¢ parafusado sobre a peca intermedidria do implante pode trazer uma explica¢do para a maior

presenca de titanio nessa mesma regido (Figura 391).
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Figura 39 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente B2.
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Tabela 11 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente B2.

Superficie Apice Corpo Total

P 334800 =80 15750 +140 9110 +110 28240 4170
S 5710 +90 2070 +70 1620 +60 1930 +60
Cl 3620 +80 4460 +90 1880 =£70 2870 +70
K 3290 +70 15640 +140 6960 £100 15030 =£140
Ca 106100 4300 329900 4600 233600 =+500 722700 =+900
Ti 21740 +150 5960 +80 9040 +90 3730 +60
Fe 22800 =£150 9680 =+100 7140 +£80 3650 =+60
Zn — 10200 4100 6430 +80 8630 =+90
Br 265 =15 — 2580 +60 170  +20
Rb 210 +80 — — 360 +90
Sr — 5560 +180 1220 +160 —

Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar de ndo estar relacionado com a peri-implantite, o estroncio (Figura 39k) en-

contrado em amostras de saliva serve como marcador de algumas doencas como cdries [89] e

complicagdes associadas a diabetes [90].

Figura 40 — Espectro obtido para a amostra do corpo do implante do Paciente B2.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A sétima paciente a participar deste estudo ¢ uma mulher adulta que, ao contrario dos

demais pacientes estudados, ndo faz uso de implante metdlico mas sim de implante de zircOnia,

por ser portadora de Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Essa doenca € caracterizada pela

degeneragdo progressiva de neur6nios motores localizados no cérebro e na medula espinhal,



71

resultando em fraqueza muscular e paralisia [91]. A doenga € incurdvel, mas o tratamento dos

sintomas pode ser feito com o uso de imunossupressores [92], que € o caso dessa paciente.

Optou-se por utilizar implante de 6xido de zirconio nessa paciente com o intuito de
evitar possiveis infec¢des de interacdes indesejadas que pudessem agravar o quadro da doenca.
O implante dessa paciente foi retirado pois havia sido perdido mas ndo havia sinais de peri-
implantite, portanto ndo ha motivo aparente para essa perda. Por conta disso, as coletas dessa
paciente foram feitas em diferentes regides do implante retirado ao invés de diferentes regides

da boca.

Para verificar a degradacdo do implante sofrida por decorréncia da doenga, nesse caso
optou-se buscar a presenca de Zr nos espectros obtidos. Tal deteccdo ndo foi possivel pelas
linhas K, uma vez que a emissao Ka do Zr € muito préxima a do Mo, que € o material do qual
o tubo de raios X da fonte é formado'. Dessa forma, a detec¢io para esse elemento precisou ser

feita considerando as linhas Lo de missao.

Os dados de contagens medidos estdo dispostos na Tabela 12 e ilustrados na Figura41. A
amostra "Corpo*" foi coletada no meio do corpo do implante e apresentou certa contaminagdo
de sangue. Além disso, a Figura 42 traz um dos espectro obtidos para a amostra coletada do

apice do implante perdido por essa paciente.

Tabela 12 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente B3.

Apice Meio Meio* Total
P 6330 +90 590 +£50 15610 +130 170 =+40
S 28740 4180 1120 450 15790 4140 190 =+40
Cl 53500 =£200 450 +40 61200 4300 450 =40
K 97400 4£300 12850 +£120 389000 +600 760 =40
Ca 8730 +£100 2260 =50 36450 4200 1820 450
Fe 2550 450 - 930 +£30 970 +£30
Zn 6240 480 940 +30 4120 £60 -
Br 5170 +70 680 +30 49500 +200 610 =+£30
Rb 4670 =£100 210 +60 8900 +120 150 =+60
Zr 570 +50 230 +40 910 4+50 160 +40

Fonte: elaborado pelo autor.

As contagens de zirconio (Figura 41j) sdao maiores na regido corpo do implante conta-
minada com sangue, 0 que sugere que, assim como nos implantes de titanio, a regido onde o
implante € parafusado € mais suscetivel a liberacao de particulas. Além disso, o dpice do im-
plante apresentou as maiores contagens de enxofre, cloro e ferro (Figuras 41b, 41c e 41f), o que
indica uma possivel infecc@o nessa regido. A amostra contaminada com sangue apresentou uma
contagem de bromo (Figura 41h) muito mais alta do que nas demais regides, mas esse com-
portamento pode ser atribuido a remédios ingeridos pela paciente, uma vez que este elemento €
encontrado em alguns remédios (como discutido nos resultados verificados para o Paciente B1).
I Kapo = 17.480 keV; Kag, = 15.775 keV




Figura 41 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente B3.
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Figura 42 — Espectro obtido para a amostra do corpo do implante do Paciente B3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir dos resultados obtidos pelos pacientes do Grupo A € possivel inferir em quais
do regides dos implantes perdido pelos pacientes do Grupo B houve infec¢do mais aguda. Para
os pacientes B1 e B3 ha indicios de que a acdo bacteriana se mostrou mais intensa no apice
dos implantes, isto €, na regido inferior em contato direto com a mandibula. Para o paciente B2,
entretanto, as contagens de enxofre e ferro foram maiores na superficie do implante, isto é, na

regido de contato com a prétese aplicada.

6.4 Grupo C

Nessa secdo serdao avaliados e discutidos os resultados obtidos para os pacientes que
fazem parte do Grupo 3, isto €, aqueles cujas amostras de saliva foram coletadas de modo
mais heterogéneo em relagdo aos outros dois grupos. Neste grupo foram incluidas amostras de
tecido gengival para confirmar a suposi¢do feita ao longo da discussdo da Secdo 6.2, de que
o titanio corroido pelos implantes € depositado na gengiva ao invés de ficar em suspensdo na
saliva, baseadas nos dados do trabalho de Soler e colaboradores [5]. Para este grupo o objetivo
€ comparar a composi¢ao elementar das amostras de tecido gengival com as demais para cada

paciente.

6.4.1 Paciente C1

A Paciente C1 € uma mulher adulta que apresenta uma boa satide bucal e fez uso de
implantes por vérios anos antes do momento da coleta. Os dados de contagens medidos estdo

dispostos na Tabela 13 e ilustrados na Figura 43. Além disso, a Figura 44 traz um dos espectro
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Tabela 13 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente C1.

Peri-Implantite  Saliva Total Sulco Dente Gengiva
Al 150 +50 200 +50 150 +50 120 +50
Si 160 +40 140 =440 150 =440 —

| 2410 =£70 4200 =£80 7190 +£90 1520 +60
S 6320 =£90 1640 +60 3250 +70 5830 +90
Cl 5180 +£90 220 =£40 4540 +£80 11230 =£110
K 13370 £120 98500 4£300 125100 =+400 21870 =£150
Ca 112600 =300 6800 +90 28000 £170 10460 =£100

Ti 8230 +100 — 330 £20 16870 =£130
A\ 590 =£40 — 2900 +50 —

Cr 970 =£40 — 610 =£20 —

Fe 20490 +£140 9030 +90 1480 £40 61370 +240
Ni 20250 =£140 — 18120 £130 1140 =30
Cu 1070 £40 — 400 =20 —

Zn 137300 =+400 880 +£30 5630 +£70 3680 +60
Br 990 =£30 9280 =+100 2500 +50 680 +30
Rb 330 +£70 2360 +80 2850 +90 1290 +80
Ba 8990 +100 — — —

Fonte: elaborado pelo autor.

obtidos para a amostra de tecido gengival coletada ao redor da regido de peri-implantite dessa

paciente.

Como visto nos pacientes do Grupo A, as contagens de cloro, enxofre, ferro e zinco no
sulco acometido por peri-implantite (Figuras 37b, 37¢c, 37h e 371) sdo maiores do que nas demais
regides de saliva. Tal comportamento corrobora a hipétese de que esses elementos servem de

marcadores para a doenca.

A amostra de tecido gengival apresenta contagens de titdnio muito maiores do que nas
demais regides (Figura 43h), indicando absor¢cao do metal pela gengiva e refor¢ando os resul-
tados verificados por Soler e colaboradores [5]. Além disso, as contagens ferro (Figura 43j)
também sdo bem maiores no tecido gengival do que na saliva. Tal comportamento pode ser

explicado pela presenga de sangue ao realizar a raspagem da gengiva.

Este paciente também apresentou vanddio, niquel, cromo, cobre e bdrio em algumas
das amostras. Os quatro primeiros metais nao sdo toxicos e podem aparecer devido a alguma
impureza na confeccdo do implante. O bdrio, em contrapartida, € um elemento téxico que o

paciente pode ter ingerido de alguma forma.

A presenca de silicio nas trés amostras de saliva pode ser explicado pela higiene bucal
da paciente, uma vez que o 6xido de silicio hidratado pode ser encontrado em varios tipos
de cremes dentais, agindo como um abrasivo para auxiliar na remoc¢ao de particulas, placas e

manchas dos dentes [93].



Figura 43 — Contagens medidas para os elementos detectados na Paciente C1.
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Figura 44 — Espectro obtido para a amostra de tecido gengival coletado da Paciente C1.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O Paciente C2 € um homem adulto que fez uso de implantes por varios anos antes do

momento da coleta e ndo apresenta maiores problemas de higiene bucal. Os dados de contagens

medidos estdo dispostos na Tabela 14 e ilustrados na Figura 45. Além disso, a Figura 46 traz

um dos espectro obtidos para a amostra de tecido gengival coletada ao redor da regido de peri-

implantite dessa paciente.

Tabela 14 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente C2.

Peri-Implantite  Saliva Total Sulco Dente Gengiva
Al - - 290 +£50 220 +40
Si — 150 =40 170 £30 100 +30
P 3080 +71 600 =50 11900 +120 5350 =90
S 18520 +150 490 +40 1590 +£60 22870 4160
Cl 50500 =£200 240 440 6210 +£90 55700 =+200
K 38900 +£200 17440 £140 218600 =+500 92600 =300
Ca 10820 =110 7420 +90 17600 +140 6560 =90
Ti 340 +£20 320 +20 — 5840 +80
Fe 3810 460 710 +30 — 76700 +300
Zn 5230 =70 2000 +50 820 +30 6090 +80
Br 2450 450 — 13830 +120 2570 =+60
Rb 2180 490 260 =+60 7920 +110 6900 =120

Fonte: elaborado pelo autor.

Seguindo o padrio verificado pelos Pacientes Al, A2, A4 e Cl1, a coleta oriunda da

regido de peri-implantite deste paciente apresenta maiores contagens de enxofre, ferro e cloro
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Figura 45 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente C2.
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(Figuras 45d, 451 e45e) do que as demais regides de coleta de saliva. Dessa forma, é possivel

inferir as mesmas explicacOes para a presenga desses elementos.

Assim como na Paciente C1, o Paciente C2 apresenta contagens de titdnio (Figura 45h)
muito mais elevadas na amostra de tecido gengival do que nas demais. Isso refor¢a ainda mais
a tese de que o titdnio corroido do implante € absorvido pela gengiva. As contagens para o
ferro (Figura 451) também sdo muito mais altas nessa regido, o que € explicado pela presenca

de sangue na amostra de tecido.

Figura 46 — Espectro obtido para a amostra de tecido gengival coletado do Paciente C2.

P | S [ECIN Ar K Ca Ti Fe In Ga Br Rb

T T
8 10

Fonte: elaborado pelo autor.

6.4.3 Paciente C3

O Paciente C3 € um homem adulto que apresenta implantes sauddveis na boca, apesar
de ter perdido para a peri-implantite. Para este paciente, uma das coletas foi feita sobre o corpo
do implante perdido e os dados de contagens medidos estao dispostos na Tabela 15 e ilustrados
na Figura 47. Além disso, a Figura 46 traz um dos espectro obtidos para a amostra de tecido

gengival coletada ao redor da regido de onde o implante desse paciente foi perdido.

Apesar de as contagens de titinio medidas para as quatro amostras nao sofrerem muita
variagdo, a concentragdo medida na amostra de tecido gengival ainda € ligeiramente maior do
que as demais em ordem superior a do o medido (Figura 47h). Dessa forma, apesar de a presenca
ser baixa ainda € possivel verificar que ha absor¢do de titanio pela gengiva. Além disso, como
ha apenas uma coleta refente ao corpo do implante ndo € possivel estimar em que regiao do
mesmo a infeccdo estava mais acentuada, entretanto a presenca relativamente alta de enxofre e
cloro (Figuras 47d e 47¢e) nessa amostra em comparacdo com as amostras de saliva total e do

sulco de um dente sdo indicativos da presenca da doenca.
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Figura 47 —
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Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente C2.
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Tabela 15 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente C3.

Corpo do Implante  Saliva Total Sulco Dente Gengiva

Al — 190 =40 130 +50 —

Si — 180 =440 240 440 —

P 580 +50 3380 +70 3030 +70 6870 +90
S 1470 +60 10050 +110 4290 +80 66600 4300
Cl 2260 =60 22200 =£160 15000 =130 299300 =+600
K 20940 =150 138800 £400 56500 =+200 195900 =+400
Ca 4300 =+£70 17000 +140 29970 4180 25180 +170
Ti 250 +£15 370 20 — 410 =+30
Fe 5380 =70 3350 +60 — 242100 +£500
Cu - - - 720 +30
Zn 2290 =50 5340 +£70 820 =£30 10180 =100
Br 540 +£20 10170 +£100 2130 =50 11330 +110
Rb 530 +70 4900 =10 1930 +80 8320 +£130

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 48 — Espectro obtido para a amostra de tecido gengival coletado do Paciente C3.

P S [C1 K [Ca Ti Fe Cu Zn Ga Br Rb
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Fonte: elaborado pelo autor.

Neste dltimo grupo, foi possivel reforcar a hipdtese de que os elementos enxofre e ferro
sdo os principais marcadores da peri-implantite através dos pacientes que tiveram amostras
de saliva coletadas em sulcos acometidos pela doenca. Além disso, como visto para os trés
pacientes desse grupo as contagens de titdnio sdo maiores na superficie do tecido gengival
do que na saliva, reforcando a hipétese de que os ions de titanio corroidos dos implantes sdo

absorvidos pela gengiva.
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6.5 Paciente Controle

Além dos dez paciente j4 citados, um décimo primeiro paciente teve suas amostras co-
letadas e analisadas. Este paciente apresenta boa satide bucal e varios implantes em boca, que
fez uso por varios anos antes do momento da coleta. Ao contrdrio dos demais, este paciente
nao sofre de peri-implantite e dele foram coletadas seis amostras: uma do duto da glandula pa-
rétida, uma de saliva total e quatro de sulcos de implantes sauddveis. Os dados de contagens
medidos para este paciente estdo dispostos na Tabela 16 e ilustrados na Figura 49. Além disso,
a Figura 50 traz um dos espectro obtidos para um dos sulcos de implantes sauddveis de onde

houve coleta para este paciente.

Tabela 16 — Contagens médias e incertezas associadas medidas para o Paciente Controle.

Parétida Saliva Total Sulco 1 Sulco 2 Sulco 3 Sulco 4
Al —_— 450 +40 - - - -
P 6310 =£90 11190 +£110 4050 480 3550 £70 3240 +£70 1740 =+60
S 1280 +£50 1950 +£60 7760 4100 5850 +£90 4930 480 1030 +£50
Cl 160 +40 13670 +£130 4260 +80 3840 £80 1680 +60 1070 £50

K 256400 +£500 346600 =£600 75400 =+£300 85000 =300 103000 =+300 93700 =300
Ca 32950 =£190 21710 =+£160 13290 +£120 25000 =£160 11390 =+110 15790 =+£130
Ti — — 530 +£20 255 =+15 590 +£20 410 +£20
Fe — — 11280 £110 1700 +40 3540 +60 1230 +40
Zn 700 £30 1340 +40 2920 +50 3900 =+60 2530 +50 1250 +40
Br 5680 +80 13270 £120 1820 +40 2700 +50 7940 +90 6260 +80
Rb 5610 +£100 7620 £110 2690 =£80 3320 +90 4390 +90 3160 +£80

Fonte: elaborado pelo autor.

A amostra coletada na glandula pardtida nao apresenta contagens de ferro ou titanio
(Figuras 49h e 49g), de modo que a presenca destes elementos em outras regides da boca podem
ser atribuidas a fatores externos ao organismo. Para a amostra de saliva total, também nao hd
presenca de titanio, o que indica que ndo ha corrosdo dos implantes liberando particulas na

saliva.

Apesar de todos os sulcos implantares serem considerados saudaveis, a regido Sulco 1
apresenta tanto as maiores contagens de enxofre (Figura 49c) quanto de ferro (Figura 49h), o que
pode indicar que esses dois implantes estejam mais propensos de desenvolver peri-implantite

do que os demais caso ndo haja higiene e cuidado adequados.

Na Secdo 6.2 a alta contagem de ferro, cloro e enxofre foi atribuida a acdo da peri-
implantite, comparando os dados da Tabela 16 com os das Tabelas de 6 a 9 € possivel verificar
que, de modo geral, o paciente controle apresenta menores contagens para estes trés elementos
do que os pacientes acometidos pela doenca, refor¢cando a tese de que a presenca destes ele-
mentos € relacionada com a peri-implantite. Apesar de haver presenca de titanio nas coletas dos

sulcos de implantes sauddveis, os valores sdo baixos em comparacao com 0s outros pacientes.
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Figura 49 — Contagens medidas para os elementos detectados no Paciente Controle.
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Figura 50 — Espectro obtido para uma amostra de sulco de implante sauddvel coletado do Paciente Controle.

P | S [CI[Ar K Ca Ti Fe in Ga Br Rb

Fonte: elaborado pelo autor.

6.6 Analise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (PCA) foi feita levando em consideragdo os da-
dos de contagens medidos para as amostras. Os dados foram pré-processados pelo método de
autoescalamento e a PCA foi feita utilizando o cdlculo da decomposi¢do de valores singulares
(SVD). Tanto o pré-processamento quanto o cdlculo da PCA foram feito utilizando o programa

Python, o c6digo estéd disposto e comentado no Apéndice A.

Para evitar o enviesamento dos resultados, nem todos os elementos foram plotados, mas
sim apenas aqueles que apareceram na maioria das amostras. Tais elementos sdo: P, S, Cl, K,
Ca, Fe e Zn. Além disso, o titanio foi adicionado ao plot por ser um elemento de interesse. Tanto
os scores quantos os loadings foram plotados para a PCA e o biplot estd ilustrado na Figura 51.
Os dados referentes aos Pacientes 7 ndo foram adicionados pois seria necessario adicionar Zr
aos loadings, o que comprometeria a fidelidade dos resultados por ser a unica a apresenta-lo na
andlise. Para os pacientes do Grupo 3, as amostras de tecido gengival ndo foram adicionas por
serem de natureza diferentes das coletas de saliva.

A plotagem foi feita utilizando apenas as duas primeiras componentes principais, ma-
ximizando a explicagdo da variagdo verificada ao longo dos dados. Ao todo nove PC’s sdo
formadas, uma para cada varidvel (elemento). A Figura 52 ilustra a taxa de variagdo explicada
individual e cumulativa das PC’s. A contagem no eixo das ordenadas deve ser feita como ¢ + 1,
sendo ¢ o indice da PC, uma vez que o programa Python comecga a contagem de elementos a
partir de 0, e ndo 1. A variacdo explicada das PC’s 1 e 2 sdo 37.14% e 17.56%, respectivamente,

sendo a varia¢do acumulada para essas duas de 54.71%, a maior variacdo acumulada possivel
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para duas PC’s nesse conjunto de dados.

Figura 52 — Taxa de variacdo explicada para cada uma das PC’s.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Como a legenda indica, os pontos vermelhos, azuis e verdes representam o Grupo 1,
o Grupo 2 e o Paciente Saudavel, respectivamente. Ao examinar a Figura 51 fica visivel uma
separagdo entre os dois grupos em funcdo da influéncia do titdnio. Os pontos marcados por es-
trelas representam amostras oriundas de implantes, os tridngulos invertidos representam coletas
de sulcos acometidos por peri-implantite e os circulos, demais regides de coleta de saliva na

boca.

No primeiro quadrante do gréfico (Figura 51) é possivel notar que trés das quatro amos-
tras de peri-implantite apresentam um certo agrupamento em fungao das contagens de ferro,
enxofre e cloro, os principais elementos relacionados com a peri-implantite e a resposta do or-
ganismo. O unico ponto de peri-implantite fora desse possivel agrupamento € o da Paciente 3
que, como discutido na secdo apropriada, apresentou o comportamento mais discrepante dentro
do grupo. Além disso, as trés amostras de saliva do Grupo 1 misturadas com os pontos do Grupo

2 sdo as amostras de saliva desta paciente.

A Unica amostra referente ao Grupo 2 presente no eixo positivo da PC1 é a amostra
coletada de implante como um todo da Paciente 6. Analisando a Figura 39 € possivel notar que
a amostra apresenta disparidade em relagdo as demais em fun¢do dos elementos cujos loadings

estdo representados na Figura 53.

A Figura 54 ilustra o eixo negativo da PC1 da PCA em mais detalhes. As amostras do
Grupo 1 presentes neste lado sdo as amostras da glandula parétida, de mucosite peri-implantar e

de saliva total da Paciente 3, além da amostra de interior de implante do Paciente 4. A presenca
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Figura 53 — Eixo positivo da PC1 da PCA para os dados de contagens.
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desta tultima ndo € surpreendente, considerando que as amostras do Grupo 2 sdo oriundas de

vdrias regides de um mesmo implante.

Figura 54 — Eixo negativo da PC1 da PCA para os dados de contagens.
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As amostras da Paciente 3, entretanto, apesar de inesperadas sdo justificadas pelo com-
portamento distinto que as amostras coletadas nessa paciente apresentaram em relagdo ao de-
mais pacientes do mesmo grupo. Todas as amostras do Paciente Sauddvel estdo nesta regido do
biplot, mas as amostras da glandula parétida (PCR1) e de saliva total (PCR?2) estdo afastadas da

aglomeracdo entre as amostras dos sulcos deste paciente com as amostras do Grupo 2 por conta

da auséncia de titanio.
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Figura 55 — Contagens de enxofre, cloro, titanio e ferro para as amostras coletadas em sulcos com peri-implantite.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As amostras do Grupo 3 também estdo todas distribuidas nessa regido, inclusive aquelas
oriundas de regido de peri-implantite. Como o espago amostral deste trabalho é pequeno, € difi-
cil comportamentos que se estendam a largos grupos apesar de ser possivel verificar tendéncias
entre os as amostras semelhantes. Como descrito nas Secdes 6.2 a 6.4 as amostras coletadas
em sulcos de implantes afetados pela peri-implantite tendem a apresentar as maiores de conta-
gem de enxofre, cloro e ferro do que as demais regides. Apesar disso, o comportamento destes
elementos entre as amostras desse mesmo tipo de regido apresentam comportamentos variados.
A Figura 55 mostra graficos de barras para comparacdo das contagens destes trés elementos e

titanio entre as seis amostras de peri-implantite.

Apesar do comportamento dos elementos enxofre e cloro ser semelhante entre as amos-
tras, o mesmo nao pode ser dito para os demais pacientes. Os pacientes Al e A4 apresentam

contagens de ferro muito maiores do que os demais pacientes, ao passo que as contagens de
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titdnio do paciente C1 sdo muito maiores que os demais.

Tais comportamentos distintos entre amostras € suficiente para justificar a falta de agru-
pamento dessas amostras na Figura 51. Porém, o motivo para esse comportamento € incerto e
pode ser atribuido a fatores bioldgicos de cada paciente como alimentacao, satide ou cuidados

com a higiene bucal.

A realizagdo da PCA permite verificar que o titdnio ndo serve como marcador para a
peri-implantite, como inicialmente suposto, uma vez que poucas amostras parecem Ser carac-
terizadas por este elemento. Os elementos responsdveis por caracterizar a doenga, portanto,

aparentam ser enxofre, cloro e ferro.
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7 CONCLUSOES

Com os resultados aqui apresentados, fica claro que a TXRF é uma técnica adequada
para andlise de amostras de saliva, uma vez que foi possivel encontrar vérios elementos e veri-
ficar alguns padrdes entre as amostras coletadas. A andlise individual de cada um dos pacientes

permitiu verificar comportamentos semelhantes entre algumas pessoas, sendo eles:

* Maior presenca de titanio nas amostras oriundas de implantes perdidos para a peri-implantite

do que nas demais regioes;

* Maiores contagens de enxofre, ferro e cloro nas regides sulcos acometidos por peri-

implantite do que nas demais regioes;

* Maiores contagens de titdnio na gengiva do que na saliva, indicando absor¢ao do metal

pelo tecido.

A presenca de enxofre nas regides de peri-implantite pode ser atribuida a acdo das bactérias
causadoras da doenca. Analogamente, as concentragdes de ferro e cloro podem ser atribuidas as

células do sistema imunolégico do corpo humano combatendo a infeccao.

Tais comportamentos se repetiram ao realizar a andlise de componentes principais (PCA),
visto que as amostras de regidoes semelhantes demonstraram tendéncias de agrupamento. Os re-
sultados deste trabalho sdo promissores, e indicam que seja possivel utilizar a TXRF para fazer
diagndsticos de peri-implantite ao coletar e analisar a saliva oriunda de sulcos gengivais de
onde se suspeita que ocorra acao da doenga. Baseado nessa conclusao, existe a possibilidade de

estender essa técnica para o diagndstico de outras doencas que afetem o ambiente bucal.

Ao contrério do inicialmente suposto, as coletas de saliva realizadas em sulcos acome-
tido por peri-implantite ndo t€ém uma presen¢a muito alta de titdnio. Em alguns casos, verificou-
se até mesmo contagens maiores de titdnio em um sulco sauddvel do que em um sulco doente.

Apesar disso, foi possivel caracterizar as regides da doenca em fungao de outros elementos.

Também foi possivel estimar em que regido de implantes a doenga se mostrou mais
aguda. Analisando os dados coletados do grupo cuja coleta de saliva foi feita em diversas regides
do implante perdido para a doenga, as contagens de enxofre, ferro, cloro e zinco indicam a

presenca de bactérias e anticorpos.
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A PROGRAMA

O cddigo utilizado para fazer e plotar o grafico da PCA esta listado e comentado abaixo.

# Bibliotecas utilizadas
import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from sklearn import datasets

from sklearn.decomposition import PCA

import pandas as pd

from sklearn.preprocessing import StandardScaler

import matplotlib.patches as mpatches

import matplotlib.lines as mlines

# Chama o arquivo com os dados de contagens
df_old = pd.read_excel('Tudo_contagens.xlsx')
df = df_old.fillna(0)

# Define os elementos e amostras a serem chamados

features = ['P', 'S', 'Cl1', 'K', 'Ca', 'Ti', 'Fe', 'Zn']

['A1R1', 'A1R2', 'A1R3', 'A1R4', 'A2R1', 'A2R2', 'A2R3', 'A2R4',
'"A3R1', 'A3R2', 'A3R3', 'A3R4', 'A4R1', 'A4R2', 'A4R3', 'A4R4',
'BiR1', 'B1iR2', 'B1R3', 'B1R4', 'B2R1', 'B2R2', 'B2R3', 'B2R4',
'PCR1', 'PCR2', 'PCR3', 'PCR4', 'PCR5', 'PCR6', 'CiR1', 'C1R2',
'C1R3', 'C2R1', 'C2R2', 'C2R3', 'C3R1','C3R2', 'C3R3']

samples

targets = ['Grupo 1', 'Grupo 2', 'Saudavel', 'Grupo 3']

Define as amostras e variadveis para a PCA e faz o autoescalamento

df.loc[:, features].values

df.loc[:, ['Elementos']].values

o< X H
I

StandardScaler () .fit_transform(x)
scaler = StandardScaler()
scaler.fit(X)

X = scaler.transform(X)

pca = PCAQ)

x_new = pca.fit_transform(X)

# Funcdo para plotagem dos scores

def myplot(score, coeff, labels=None):
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53
54
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57
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65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
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76

xs = scorel[:, 0]

ys = scorel[:, 1]

n = coeff.shape[0]

scalex = 1.0/(xs.max() - xs.min())

scaley = 1.0/(ys.max() - ys.min())

# Definicdo das cores e marcadores para cada tipo de amostra

color = ['r', 'r', 'v', 'r', 'vr', 'r', 'vr', 'r', 'rvr', '»r', 'r', '»r',

r', 'r', 'r', 'r', 'p', 'b', 'b', 'b', 'b', 'b', 'b', 'b',
lgl’ |g|’ |g|, lgl’lgl,lgl’lml’lml’lml’lml, lml’lml,lml,lml
Iml’lml’lml,lml]
markers = ["O", ”V“, "O”, u*n, “O“, "V”, "O", “O”, "V“, "O", “O", "O",
“O“, "V”, "O", ||*||’ n*u’ n*n, ||*u’ u*u’ u*n’ ||*u’ u*u’ u*u,
“O", "O", "O", “O”,"O“,“O","V“, "O", “O”, "V“, "O", "O",

n*n, “O","O"]

# Gera o scatterplot com os scores
for xp, yp, ¢, m in zip(xs, ys, color, markers):

plt.scatter(xp * scalex, yp * scaley, color=c, marker=m)

# Identifica o nome de cada ponto do scatter
for i in range(len(samples)):
plt.text(x_new[i, 0] * 0.12, x_new[i, 1] * 0.12, samples[i],
color='black', ha='center', va='center', fontsize=6,

fontfamily='monospace')

# Adiciona os loadings ao scatterplot
for i in range(n):
plt.arrow(0, 0, coeff[i, 0], coeff[i, 1], color='black', alpha=0.5)
if labels is Nomne:
plt.text(coeff[i, 0] * 1.15, coeff[i, 1] * 1.15, features[i],
color='black', ha='center', va='center')
else:
plt.text(coeff[i, 0] * 1.15, coeff[i, 1] * 1.15, labels[i],

color='black', ha='center',6 va='center')

# Determina o tamanho do grafico e legendas dos eixos
plt.xlim(-1, 1)

plt.ylim(-1, 1)

plt.xlabel ("PC{}".format(1l), fontsize=15)

plt.ylabel ("PC{}".format(2), fontsize=15)
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plt.gridO

# Chama a fung&o usando apenas as 2 primeiras PC's

myplot(x_new[:, 0:2], np.transpose(pca.components_[0:2, :]))

# Definigdo da legenda e chamada do grafico
black_star = mlines.Line2D([], [], color='black', marker='x*',
linestyle='None', markersize=10, label='Implante')
black_circle = mlines.Line2D([], [], color='black', marker='o',
linestyle='None', markersize=10, label='Regides de saliva')

black_triangle = mlines.Line2D([], [], color='black', marker='v',
linestyle='None', markersize=10, label='Peri-Implantite')

red_patch = mpatches.Patch(color='red', label='Grupo 1')

blue_patch = mpatches.Patch(color='blue', label='Grupo 2')

green_patch = mpatches.Patch(color='green', label='Saudavel')

magenta_patch = mpatches.Patch(color='m', label='Grupo 3')

plt.legend(handles=[black_star, black_circle, black_triangle,
red_patch, blue_patch, magenta_patch, green_patch])
plt.show()

A adicdo das seguintes linhas ao fim do cédigo acima fornece o grafico das variagdo

explicadas das PC’s:

# Determina variagdo explicada

exp_var_pca = pca.explained_variance_ratio_

# Faz a soma cumulativa do autovalores da variagdo

cum_sum_eigenvalues = np.cumsum(exp_var_pca)

# Cria o plot

plt.bar(range(0,len(exp_var_pca)), exp_var_pca, alpha=0.5, align='center',
label='Variagdo explicada individual')
plt.step(range(0,len(cum_sum_eigenvalues)), cum_sum_eigenvalues, where='mid',
label='Variag&do explicada acumulada')

plt.ylabel('Taxa de variacdo explicada', fontsize=20)

plt.xlabel('Indice de componente principal', fontsize=20)

plt.legend(loc='best', fontsize=20)
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plt.tight_layout ()
plt.show()
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