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Resumo

No presente estudo investigou-se amostras de plasma com DNA livre circu-
lante (DNA LC) por meio da técnica Varredura Z. Esta é uma técnica efici-
ente na determinagao de parametros de diferentes materiais, tais como cris-
tais liquidos, ferrofluidos e compostos biologicos. Esta experiéncia é realizada
através da focalizacao de um feixe laser de perfil gaussiano numa amostra.
Na medida em que a amostra se aproxima do foco da lente, a intensidade
do feixe aumenta e alcanga seu valor maximo no ponto focal, entao diminui
para pontos distantes do foco. Na regiao préxima ao ponto focal se ampli-
ficam os fendmenos nao-lineares. Recentemente foi demonstrado que niveis
elevados de DNA LC no plasma ocorrem com frequéncia em pacientes com
varios tipos de cancer, podendo ser utilizados para discriminar pacientes com
malignidade de pessoas saudaveis. As amostras de DNA LC, submetidas ao
experimento Varredura Z, forneceram respostas épticas devido ao fenomeno
de lente térmica. Os resultados revelaram que a amplitude de lente térmica
das amostras extraidas do plasma de pacientes com malignidade difere da-
quela de doadores saos. A técnica Varredura Z se mostrou mais vantajosa em
relacao a outras bioldgicas porque revelou uma maior diferencga entre os gru-

pos estudados e tem o carater de detectar mudancas estruturais no DNA LC.

Palavras Chave. éptica nao - linear, lente térmica, varredura z, DNA livre

circulante, biomarcador tumoral.



Abstract

In the present study plasma samples with cell-free DNA were investigated by
means of the Z-Scan technique. This is a powerfull technique in determining
parameters of different materials, such as liquid crystals, ferrofluids and bi-
ological compounds. This experiment is performed by focusing a Gaussian
profile laser beam on a sample. As the sample approaches the focus of the
lens, the intensity of the beam increases and reaches its maximum value at
the focal point, then decreases to points distant from the focus. In the re-
gion near the focal point non-linear phenomena are amplified. It has recently
been demonstrated that high levels of plasma cell-free DNA occur frequently
in patients with various cancers and can be used to discriminate patients with
malignancy from healthy donors. The cell-free DNA samples, submitted to
the Z-Scan experiment, provided optical responses due to the thermal lens
phenomenon. The results revealed that the thermal lens amplitude of sam-
ples extracted from the plasma of patients with malignancy differs from that
of healthy donors. The Z-Scan technique was more advantageous than other
biological ones because it revealed a greater difference between the studied

groups and has the character of detecting structural changes in cell-free DNA.

Keywords. nonlinear optics, thermal lens, Z - Scan, cell free DNA, cancer

biomarker.



Capitulo 1

Introducao

O continuo crescimento populacional, aliado ao seu envelhecimento, afetard de forma
significativa o impacto do cancer no mundo, principalmente, os paises de baixo e médio
desenvolvimento. [1] Em 2016, a IARC/OMS (Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer) estimou 14,1 milhoes de casos novos, 13% de todas as mortes no mundo a cada
ano e 8,2 milhoes de 6bitos por cancer no mundo. Os principais tipos de cancer com maior
mortalidade foram: pulmao (1,31 milhoes de ébitos), estomago (780 mil 6bitos) e figado
(699 mil 6bitos). [1]

Para o Brasil, o INCA (Instituto Nacional do Cancer) estima que havera 596.070
novos casos de cancer em 2016. Segundo dados do INCA, pele, préostata e mama serao
os canceres mais incidentes na populacao. O tipo de cancer mais incidente em ambos
os sexos serda o de pele ndo melanoma (175.760 casos novos a cada ano, sendo 80.850
em homens e 94.910 em mulheres), que corresponde a 29% do total estimado. Entre os
homens a estimativa serdo préstata (61.200 novos casos/ano), pulmao (17.330), célon e
reto (16.660), estomago (12.920), cavidade oral (11.140), esofago (7.950), bexiga (7.200),
laringe (6.360) e leucemias (5.540). Entre as mulheres, serdo de mama (57.960), célon e
reto (17.620), colo do ttero (16.340), pulmao (10.860), estomago (7.600), corpo do titero
(6.950), ovério (6.150), glandula tireoide (5.870) e linfoma nao-Hodgkin (5.030).

O cancer é o nome dado a um conjunto de doencas que compartilham o fato de pos-
suirem um crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e orgaos,
hé a possibilidade dessas células se espalharem (metastase) para outros orgdos/sistemas
do organismo. [1]

Ha varios tipos de canceres, provenientes de varios tipos de célula, podendo ser clas-



sificados como: canceres sélido, os carcinomas (esse cancer possui seu inicio em tecido
epitelial, como a pele) e sarcomas (que iniciam-se em tecidos conjuntivos, como 0s 0ssos
e musculos); e nao sélido, a leucemia (as células da medula dssea se tornam anormais e
passam a substituir e afetar a produgao das plaquetas, hemécias e glébulos brancos) e
o linfoma (tem seu desenvolvimento nos ganglios linfaticos, o glébulo branco passa a ser
uma célula maligna e cresce desordenadamente). [1]

A partir do avanco na expectativa de vida na populacao mundial, constata-se o desen-
volvimento de varios tumores pois as células ao longo dos anos sao expostas de maneira
prolongada e acumulada a fatores de risco que acarretarao a oncogenese, fatores esses que
alteram a estrutura genética (DNA) das células. O desenvolvimento do cancer de pulméao
¢ diretamente proporcional a quantidade de cigarros consumidos por dia ao longo dos
anos, um fato interessante é a relacao intima entre o tabagismo e o cancer de bexiga, esse
cancer ¢ desenvolvido em uma parcela adulta e é mais expressiva em fumantes, ja criancas
nao possuem cancer de bexiga. Estudos apontam evidéncias que relacionam o excesso de
peso ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer, como os de célon e reto, mama (na
pés-menopausa), ovario, prostata, esoéfago e endométrio. [1]

Pelo fato do cancer ser uma doenca multifatorial e diversos fatores concorrerem e se
sobreporem para o seu favorecimento, a hereditariedade exerce um importante papel na
oncogenese. Determinados grupos étnicos possuem maior propensao ou menor para o
desenvolvimento de um tumor, a leucemia linfocitica é rara em asiaticos, ja o sarcoma de
Ewing é raro em populagao negra. [1]

O surgimento do cancer no paciente relaciona-se ao seu historico familiar, através
do nucleo celular, esse historico é arquivado no gene, o DNA fornece instrugoes para a
organizacao, estruturacao e o funcionamento celular, logo, o funcionamento natural do
organismo. Ao ser exposto a fatores de risco ou mesmo quando se ocorre alteracoes
ao longo dos anos no material genético, essas informagoes passam a serem executadas
erroneamente comprometendo o bom funcionamento da atividade celular, ocasionando a
cancerizagao das células normais [1]. Nesse contexto, investigar os fragmentos de DNA
pode ser um promissor indicativo no acompanhamento do quadro clinico, ou ainda, na
regressao do tumor frente a um tratamento.

O diagnoéstico do cancer, de maneira geral, envolve varias estratégias que perfaz desde

a deteccao precoce a partir de métodos de prevencao especificos para cada cancer até os



métodos efetivos de confirmacao diagndstica como anatomo-patologico, exames de imagem
e avaliagoes laboratoriais diversas.

Dentre as avaliagoes laboratoriais, os marcadores tumorais, vém sendo amplamente
investigados. Esses marcadores tumorais sao macromoléculas produzidas por um tumor
ou pelo individuo em resposta a presenca de um tumor.

Esses marcadores classificadamente podem ser proteinas, antigenos onco-fetais, hormo-
nios, genes ou receptores. Alguns sao caracteristicos de um determinado tecido, enquanto
outros, sao associados a diversos tecidos. A interpretacao dos niveis de marcadores tu-
morais quando elevados pode indicar nao somente o cancer mas também outros processos
como doencas inflamatoérias e tumores benignos. Para uso diagnodstico, o marcador tu-
moral ideal deve ser sensivel o suficiente para detectar a doenca nos estagios iniciais,
além de especifico para um determinado tipo de cancer. Por esse motivo, seu principal
uso na clinica ¢ a avaliacao da progressao da doenca e monitoramento apods inicio do
tratamento. [2]

Além disso, outro uso atribuido aos marcadores tumorais é o acompanhamento das
dosagens séricas de marcadores tumorais em pacientes em remissao oncolégica quando se
trata de recidivas: a recorréncia do cancer pode ser detectada precocemente, de forma que
o paciente receba tratamento de forma rapida e assertiva. A deteccao da recorréncia pode
definir mudancas no protocolo terapéutico utilizado. E nesse contexto que a deteccao de
DNA livre circulante pode ser inserida uma vez que o seu estudo parece corroborar para
sugerir a presenca de tumores diversos e ainda acompanhar os pacientes em relacao ao
tratamento proposto. [3]

Em pacientes portadores de cancer o DNA LC também demonstra variaveis qualitati-
vas nas caracteristicas dos tumores. Alguns autores relatam que especificamente pequenos
fragmentos de DNA LC de origem priméria apoptética estao aumentados em pacientes
portadores de cancer. Entretanto, hd também autores que descrevem grandes fragmentos
de DNA que aparentemente provém da necrose celular, como fator discriminante entre pa-
cientes portadores de cancer (que possuem esse DNA LC elevado) e pacientes saudéveis.
Esses resultados implicam que o aumento do nivel de DNA LC pode ser causado por
apoptose ou necrose sendo essa origem dependente das caracteristicas do tumor.

O DNA Livre Circulante foi primeiramente descrito em 1948 por Mandel e Métasis. [4]

Somente em 1960 novas pesquisas envolvendo o DNA LC foram realizadas. Um maior



interesse nessa area surgiu na década de 1970 com a deteccao do aumento da concentracao
de DNA LC no soro de pacientes com cancer, mas a origem desse DNA LC ainda era
desconhecida.[5]

No final da década de 70, o aumento de DNA Livre Circulante (DNA LC) foi detectado
no plasma de muitos pacientes portadores de cancer. Mais recentemente, foi demonstrado
que niveis elevados de DNA LC no plasma ocorrem frequentemente em varios tipos de
canceres e pode ser usado para discriminar pacientes portadores de neoplasias malignas
de pacientes saudaveis e portadores de neoplasias benignas, a observagao do aumento no
nivel de fragmentos grandes (necréticos) de DNA LC foi associado a um estdgio mais
avancado de tumor em pacientes com cancer respiratorio. [6]

Até agora, nivel de fragmentos de DNA LC e seu respectivo tamanho nao foram
muito estudados em pacientes com tumores sélidos. Estudos demonstram que mudancas
na metilacgado do DNA LC estao envolvidas em neoplasias iniciais e na progressao do
tumor. A metilacdo do DNA controla varias fun¢ées do genoma e sao de fundamental
importancia durante a morfogénese, para o desenvolvimento celular de maneira normal
a metilagao controla a recombinacao durante a meiose, a replicagao, estabiliza e mantém
a expressao geénica, regulariza e diferencia a célula e inativa o cromossomo X. Ao se
observar aberracoes no padrao de metilagao, que sao atuantes no gene, constata-se a
perda da funcao desse gene, esse quadro é mais frequente que uma mutacao genética
[7]. O interesse no campo da metilagao do DNA LC foi originalmente estimulado pela
observagao de que tumores tinham frequentemente uma hipometilagao comparado ao
tecido normal. Autores sugerem que tal hipometilagao possa levar a uma instabilidade
gendmica e contribuir com o fenétipo do tumor como também no progndstico [8]. Devido
a esses fatos sao necessarios mais estudos que comprovem a eficiéncia da contribuicao
do fragmento de DNA LC no diagnéstico e prognéstico do cancer, tendo em vista sua
indicativa de sensibilidade para tal patologia.

O mecanismo pelo qual os acidos nucléicos tumorais sao langados na circulagao ainda
nao foi totalmente elucidado, alguns autores propoem que essas moléculas sao oriundas da
necrose de células tumorais. O processo necrético liberaria para a circulagao moléculas de
DNA mais integras. Ja o DNA oriundo de células normais seria liberado para a circulagao
como resultado do seu processo apoptdtico natural e, conseqiientemente, consistiria de

fragmentos de DNA resultantes do processo apoptético. [9, 10] Portanto, os fragmentos



de DNA lancados por tecidos normais seriam menores e uniformes, resultado da sua
condensacao no processo de apoptose, ja o DNA lancado na circulagao pelo tumor, por
necrose de suas células, seria mais integro e nesse material seria, por conseguinte, mais
adequado para se estudar as alteragdes genéticas pertinentes. [10]

Em 1994 dois grupos de pesquisas confirmaram a hipdtese levantada por Stroun e
colaboradores [11] de que o DNA LC detectado em pacientes com cancer apresentavam
caracteristicas do DNA LC do tumor. [12, 13]

Mas as pesquisas envolvendo o DNA LC s6 comecaram a aumentar apdés o ano de
1996 quando dois grupos reportaram a presenca de tumor associado a alteracoes de mi-
crossatélites no plasma e soro de pacientes com cancer. [14, 15]

O mecanismo exato pelo qual o DNA LC ¢ liberado no plasma ainda nao é tao com-
preendido, Vishnu e Rajeswari [16] desenharam uma apresentacao esquemética dos vérios

caminhos possiveis pelos quais o0 DNA é liberado na circulagao (Figura 1.1).

Linfacitos ativados/
outras células
nucleadas*

Rupturada barreira | Complexo
i

hematoencefalica ribonucleoproteina
DNA ativamente L ]

| liberado
Acidos Nucleicos Clivagemda
Circulantes _ cromatina .
DMA e RNA internucleossamica
Mecrose
1 Apoptose
Lise
Placenta/ células
Células fetais
cancerosas
circulantes

Figura 1.1: Apresentacao esquemadtica dos varios caminhos através dos quais os acidos
nucleicos sao libertados para a circulacao. *Outros incluem células nucleadas, células T,

etc; Adaptado de [16].



Sabine e colaboradores [17] sugeriram que o DNA LC poderia principalmente ser
de origem de células apoptoticas ou necréticas, e que o tamanho desse DNA LC dis-
tribuido poderia ser usado para determinar a origem do DNA LC. Os fragmentos de DNA
LC encontrado no plasma de pessoas saudaveis tém como principal origem as células
apoptoticas, e que resultam na producao de pequenos e uniformes fragmentos de DNA
LC. [10] O DNA LC liberado de células malignas pode ser originado por necrose, auto-
fagia, catastrofe mitotica e apoptose, processos nos quais geram fragmentos maiores do
que os de origem apoptéticas devido a incompleta digestao do DNA LC gendémico por
um variedade de dexorribonucleases. [18] Atualmente varios grupos de pesquisas estudam
o DNA LC em varias patologias, entre elas o cancer, com o propdsito de tornar esse
DNA LC um biomarcador. [19, 20] Entretanto, sabe-se que talvez os métodos de detecgao
podem nao detectar tais fragmentos. A espectrofotometria é um exemplo disso. [21]

Desse modo, alternativas metodoldgicas que possam contribuir conferindo limites de
deteccao sensiveis pode ser uma maneira de associar a deteccao desses fragmentos com
os parametros clinicos e laboratoriais j& existentes e utilizados na pratica oncolégica. O
método de Varredura Z (Z-Scan) aplicado a detec¢ao do DNA LC pode ser uma alternativa
metodoldgica inovadora e suficiente para conferir sensibilidade a essas deteccoes.

Nos dltimos anos, a técnica de Varredura Z [22, 23] é utilizada para o estudo do
processo de estresse oxidativo de lipoproteinas humanas [24, 25, 26, 27], e para relacionar
a aterosclerose com a doenga periodontal [28], para quantificar os niveis de colesterol
total [29], triglicérides [29], proteina [30], albumina [30], e glicose [31] no sangue.

Em 2004, Gomez e colaboradores [26] aplicaram a técnica de Varredura Z na carac-
terizagao de solugoes de lipoproteinas humanas de modo a verificar sua assinatura nao
linear. As lipoproteinas estavam em seus estados: nativo e oxidado, este ultimo obtido
por meio da introdugdo de compostos de cobre e por meio de sonicagao da solugao (a
sonicagao promove o surgimento de radicais livres OH ™ que agem no sentido de induzir
modificagoes controladas nas lipoproteinas). Gomez mostrou que a assinatura nao linear
depende do nivel de oxidacao das lipoproteinas.

Em especial, a técnica de Varredura Z apresentou-se como uma boa ferramenta de
analise para quantificar o nivel de peroxidacao lipidica, visto que o processo de peroxidagao
lipidica [27] ocorre por diversos mecanismos, incluindo aqueles nos quais estao envolvidos

os radicais livres e os controlados enzimaticamente.



Monteiro [28] em 2009 estudou os fatores de risco associados com a aterosclerose
em pacientes com periodontite. Nesse estudo foi comparada a resposta nao linear das
lipoproteinas de pacientes sem doenca periodontal, com pacientes com diferentes estagios
da doenca e verificou-se que pacientes com a doenca periodontal apresentam uma resposta
nao linear de suas lipoproteinas menor que os pacientes saudaveis.

Dhinaa [29, 30, 31] mostrou que a técnica de Varredura Z é uma boa ferramenta
para quantificar os niveis de colesterol total, triglicérides, proteina, albumina e glicose
no sangue de pacientes. Os resultados obtidos por Dhinaa com a técnica de Varredura
7 apresentaram oOtima concordancia com os resultados obtidos através do método en-

zimatico-colorimétrico usados na pratica clinica laboratorial.

1.1 Técnica de Varredura Z

A técnica de Varredura Z é amplamente utilizada no estudo das propriedades éptica
nao lineares de varios materiais. Essa técnica foi desenvolvida por Sheik Bahae e colabo-
radores [22, 23| para estudar o indice de refragdo nao linear ny de um material causado
por um campo 6ptico intenso. Nessa técnica é considerado a relagao entre a transmitancia
de um feixe laser ao passar pelo material, observada em um campo distante, e a distor¢ao
de fase induzida no feixe laser ao passar pelo material e consiste em deslocar uma amostra
do material em estudo ao longo da dire¢ao de propagagao (eixo Z) de um feixe laser com

perfil gaussiano focalizado, na proximidade da regiao focal z = 0 (Figura 1.2).

Lente

Amostra

Feixe Gaussiano

Detector

Figura 1.2: Esquema experimental basico da técnica de Varredura Z

Um fotodetector é posicionado atras de uma iris e ambos estao localizados em um

ponto distante da regiao focal. O fotodetector medird a variacao de intensidade do feixe



trasmitida pela amostra (/(z)), em fun¢ao da posigdo da amostra. A variacdo de inten-
sidade (I(z)) ¢ dividida pela intensidade transmitida pela amostra situada em um ponto
distante do foco (I(z — o0)), onde a amostra nao apresenta efeitos nao lineares, pois a
intensidade é baixa. [22, 23]. A razdo entre I(z) e a intensidade em um ponto distante
I(z — 00) é denominda transmitancia normalizada (I'y(z)).

)= 8 (L)
- I(z — o0) '
O efeito causado na amostra durante a realizacao de medida de varredura Z é o de
focalizacao ou de desfocalizacao dependendo do sinal do indice de refragao nao linear.
A figura 1.3 ilustra a curva caracteristica de varredura Z de uma amostra com indice de
refragao nao linear positivo, e o efeito observado na curva é o efeito de autofocalizacao, que
causa uma diminuicao da intensidade sobre o detector quando a amostra estiver antes do

foco, e um aumento da intensidade quando a amostra estiver depois do foco. Se a amostras

possuir indice de refragdo nao linear negativo serd observado um comportamento inverso.

1,01 T T T T T T T

0,39 T | T T T | T T T | T T T

Z (mm)

Figura 1.3: Curva caracteristica da transmitancia normalizada do experimento de Varre-
dura Z. A presenca de um vale seguido por um pico caracteriza o comportamento de lente

convergente

O indice de refracao nao lienar pode ter diferentes origens, tais como: eletronica,
térmica, reorientacao, entre outras. No caso do efeito nao linear ser de origem térmica,
a amostra quando interagir com o feixe laser, a regiao iluminada é aquecida devido a

absorcao de parte da energia do feixe e depois a amostra perde calor para o ambiente



quando deixa de ser ilimunada. Como o feixe laser tem um perfil gaussiano, teremos um
gradiente de temperatura AT que sera responsavel pela variacao do indice de refragao
(equagao 1.2). E essa variagao do indice de refragao fard com que a amostra se comporte
como uma lente (convergente ou divergente).

dn

= —AT 1.2
n Un + dT ( )

Para estudar este efeito de origem térmica é usado a técnica de varredura Z resolvida no
tempo, onde um obturador mecanico é utilizado para gerar ondas quadradas em intervalos
de tempos regulares da ordem de dezenas de milissegundos (At). Durante o intervalo At
de iluminacao, efeito térmico causara uma variacao na transmitancia associada ao fato
de que a luz absorvida pela amostra é convertida em calor, gerando mudanca no indice
de refracao e no intervalo subsequente quando a amostra nao estd iluminada, a amostra
volta ao seu estado inicial.

A intensidade medida pelo detector apresenta uma variacdo com o tempo. Para o
tempo inicial ¢ = 0 de iluminacao apenas efeitos lineares estao presentes e em t = t,
o efeito térmico ja teve tempo suficiente de estabilizar e a transmitancia normalizada
(equacao 1.3) sera dada pela razao entre as intensidade no tempo ¢t = 0 e t = ¢1, eliminando

assim contribuicoes devido a efeitos lineares. Onde:

](Z, t1>
I(z,t=0)

Existem diversos modelos tedricos para analise da curva de transmitancia normalizada

Cn(z,t) = (1.3)

dependendo da origem do efeito nao linear. Nesse trabalho, os efeitos nao lineares sao de

origem térmica e adotaremos como modelo teérico o Modelo de Lente Térmica Aberrante.

1.2 O Modelo de Lente Térmica Aberrante

Em 1965, Gordon e colaboradores [32] perceberam durante um experimento com uma
fonte laser de He-Ne que uma amostra quando irradiada pelo laser, absorvia luz e essa
absor¢ao causava um aquecimento local que modificava o indice de refracao. Para estudar
a variacao do indice de refracao, Gordon desenvolveu o “Modelo de Lente Térmica”. Esse
modelo leva em consideracao a baixa absorcao da amostra, a conversao da energia em
calor, o tempo de exposicao da amostra ao feixe e a variacao da distancia focal da lente

induzida devido a propagacao de calor.



Em 1982, um modelo semelhante, foi proposto por Sheldon e colaboradores [33]. Di-
ferente do modelo proposto por Gordon e colaboradores, que considerava a natureza
parabdlica da lente, o modelo de Sheldon considera a natureza aberrante de uma lente
térmica. Este modelo é considerado mais realista por deixar de tratar as lentes como
perfeitamente finas e sem aberracoes, ainda que para efeitos fracos de lente térmica, o
modelo de lente térmica parabdlica funciona de maneira precisa. [34]

A contribuigao térmica para a transmitancia normalizada nos experimentos de Varre-

dura Z é obtida pela Equacao 1.4 [35, 36],

2(z/2)

B0 =t actan | G+ Gl + G+ e Y
0,24aPb dn
b= kA dT (15)

Onde 0 é um parametro adimensional em unidades do SI, encontrado pela trans-
mitancia normalizada do experimento de varredura Z, « é o coeficiente de absor¢ao me-
dido no comprimento de onda do laser, P é a poténcia do laser incidente na amostra, b
é a espessura do porta amostra utilizado, 7 = t/t. é o tempo normalizado e t. é o tempo

‘- . ~ 4. n., . ;- , .
caracteristico de difusao térmica, a7 é o coeficiente termo - 6ptico, k é o coeficiente de

condutividade térmica e 2y é o comprimento de Rayleigh.

1.3 Objetivos

1.3.1 Gerais

Esse trabalho tem por objetivo avaliar as concentragoes e possiveis alteracoes de DNA
Livre Circulante em pacientes com tumores sélidos pela técnica de Varredura Z. Em
particular avaliar o comportamento do DNA LC de pacientes portadores de tumores
solidos em relagao ao modelo experimental da técnica de Varredura Z quanto ao tempo
de armazenagem, tempo de preparo das amostras, com concentracoes de amostras de

pacientes livres de doenca e reprodutibilidade.

10



1.3.2 Especificos

Serao comparados os resultados obtidos pela técnica de Varredura Z com os resultados
obtidos por espectrofotometria, com intuito de obter os valores de deteccao da técnica de

Varredura Z em pacientes portadores de tumores sélidos e individuos livres de doenca.
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Capitulo 2

Descricao Experimental

2.1 Varredura Z

A figura 2.1 apresenta o arranjo experimental utilizado nas medidas de Varredura
Z descritos nesse trabalho. O arranjo é composto por um laser de estado sélido (Nd :
YV Oy,), continuo (CW), com perfil gaussiano, com comprimento de onda no visivel em \ =
532nm (Verdi V2 — Coherent®), um obturador mecanico (Stanford Research Systems,
modelo SR540) que fornecerd um perfil quadratico periédico temporal no feixe laser com
duracao de 30 ms. Para garantir um perfil perfeitamente quadrético, sao posicionadas
duas lentes, L1 e L2, antes e depois do obturador mecéanico (OB). Uma terceira lente
L3 ¢ utilizada para focalizar o feixe na posicao denominada z = 0. Entre as lentes L2
e L3, é posicionado um divisor de feixe 50% — 50%. O feixe refletido é direcionado a
um fotodetector de Silicio (D1) [THORLABS®), modelo PDA50]. O feixe transmitido
atravessard a lente L3 e uma iris posicionada a frente de um segundo fotodetector de
Si (D2). Ambos os detectores sdo conectados a um osciloscépio (Tektronix®, 102D). O
detector D1 servird para monitorar o comportamento do feixe laser ao longo da medida e
o detector D2 dara informacoes da interacao da luz com a amostra. Um microcomputador

ligado ao osciloscopio capturara os sinais dos detectores D1 e D2.
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Figura 2.1: Esquema da montagem de Varredura Z para estudo de efeitos térmicos. L1,

L2 e L3: lentes; OB: o obturador mecanico; DF: divisor de feixe; D1 e D2: fotodetectores
2.2 DMaterial de Estudo e preparacao de amostras

O material de estudo desse trabalho é DNA Livre Circulante de pacientes portadores
de tumores sélidos (cancer de bexiga, préstata e estdbmago), com anatomopatoldgico con-
firmando a doencga, ambos os sexos e com faixa etdria de 18 a 85 anos e sem qualquer
tratamento prévio. Em contrapartida, foram excluidos aqueles pacientes que apresenta-
vam co-morbidades sorolégicas (Hepatite B, Hepatite C e HIV). Esses tipos de canceres se
originam quando uma célula normal sofre uma mutacao maligna e se multiplica, o nicleo
dessas células libera fragmentos de DNA em corrente saguinea, esse ¢ o DNA que serd o
material a ser investigado através da técnica de Varredura Z.

Um grupo de individuos livres de qualquer doenca também foi estudado, esse grupo foi
chamado de doadores (grupo controle). As caracteristicas desse grupo eram nao apresentar
qualquer neoplasia e nao ter histérico familiar de qualquer tipo dessa doenca.

Foram estudadas, pela técnica de Varredura Z, 68 amostras de pacientes diagnosticados
com cancer, sendo 4 com cancer de prostata, 27 com cancer de bexiga e 37 com cancer
de estomago e 10 amostras de doadores.

Um ambulatério experimental aplicado aos cuidados do tratamento de cancer foi mon-
tado para monitoramento e atendimento dos pacientes portadores da doenca. Tal am-
bulatoério foi realizado no Servico de Oncologia da Faculdade de Medicina do ABC. O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina do ABC sob o

13



numero 19694.

2.2.1 Extracao de DNA Plasmatico

Os tubos contendo amostras sanguineas dos pacientes incluidos no estudo foram enca-
minhados ao Laboratério de Anélises Clinicas e Biologia Molecular da FMABC e poste-
riormente enviadas ao Grupo de Fluidos Complexos do IFUSP, para se realizar medidas
de varredura Z.

A aliquota de 10 mL de sangue total foi colhido com EDTA, e submetida a centri-
fugacao a 1.300 g por dez minutos em temperatura ambiente, apés centrifugacao o plasma
foi separado e transferido a um tubo de plastico tipo Falcon. Outra centrifugacao foi re-
alizada a 2.400 g por 10 minutos por temperatura ambiente. Deste material, 1 mL foi
coletado para a extracao.

A primeira centrifugacao foi necessaria a fim de evitar que as células nucleadas do
sangue se rompesse e a segunda, para remoc¢ao de proteinas do plasma evitando-se a
interferéncia dessa na purificagado do DNA livre circulante. A seguir, extraiu-se DNA LC
nesse material utilizando-se o reagente GFX TM (Amersham Pharmacia Biotech, Inc,
USA), seguindo o protocolo adaptado:

Em 1 ml de amostra foram adicionados 500 uL. de solucao extratora e a mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, com agitagao esporadica. Essa mistura
foi eluida cinco vezes pela mesma coluna do kit e, apés multipla eluicao, o material foi
centrifugado a 8.000 g durante 1 minuto a 10°C . O restante presente no tubo coletor foi
descartado. Ap0s esse processo, seguiu-se as orientacoes do fabricante do reagente, na qual
500 pL de solugao extratora foram adicionados a coluna e esse conjunto foi centrifugado
a 8.000 g durante 1 minuto a 10°C. O material eluido foi transferido ao tubo coletor e
descartado.

A fim de se esgotar o material retido na coluna foram 500 uL de solucao de lavagem
com subconsequente centrifugacao a 14.000 g durante 3 minutos a 10° C. Uma vez mais
foi descartado o eluido do tubo coletor. Por fim, a eluicao do DNA LC consistiu da adicao
de 20uL de agua Milli-Q sobre a coluna para ultima centrifugagao a 8.000 g por 1 minuto.
Assim o processo de extracao do DNA LC foi purificada para as andlises envolvidas nesse

estudo.
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2.2.2 Preparacao

A preparacao das amostras para as medidas de varredura Z seguiram o seguinte proto-
colo: foi preparado uma solucao padrao com EtBr e agua destilada e deionizada, Milli-Q
(Millipore), na proporcao de 1:1000 , ou seja, 1 uL: de corante em 1000 pL de dgua Milli-Q.

Em um eppendorf colocou-se 250 uL. da solucao padrao e adicionou-se 5 ul. de DNA
LC que denominaremos de S1. A homogeneizacao de S1 é realizada por pipetacao e,
em seguida, S1 é armazenada na refrigeracao por 5 minutos. Apds os 5 minutos, S1 é
retirada da geladeira e espera-se 5 minutos para que S1 volte a temperatura ambiente e
estd pronta para ser medida. 50 uL. de S1 é usado para preencher o porta amostra de 200
pm de espessura que sera usado no experimento. Os 200 pL restantes de S1 sao usados

para obtencao do espectro de absorgao de S1.
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Capitulo 3

Resultados e Analise de Dados

Nesse trabalho, foram estudados amostras de DNA Livre Circulante de pacientes por-
tadores de tumores sélidos e de doadores, que denominaremos de grupo de estudo e
grupo controle respectivamente, com intuito de investigar se a técnica Optica de Var-
redura 7 pode ser utilizada como meio de diagnosticar possiveis pacientes oncoldgicos.
Os resultados obtidos por essa técnica serao comparados com os resultados obtidos por
espectrofotometria.

O DNA possui banda de absorcao nos comprimentos de onda de A = 240 nm e
A = 260 nm e ndo absorve na regiao do visivel (A= 400 a 700 nm). Como os experimentos
de Varredura Z foram realizados em A = 532nm, as solugoes de DNA nao apresentaram

resposta nao linear (figura 3.1).
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Figura 3.1: Curva de Varredura Z para solucao de DNA em agua Milli-Q.
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Por esse motivo as solugoes foram dopadas com Brometo de Etidio - Cy HygBrNj
(EtBr). A primeira etapa do estudo foi realizar a Varredura Z da solugao de fundo (EtBr
em agua Milli-Q) nas mesma concentragao de dopagem 1:1000 (figura 3.2) para corregoes
dos resultados obtidos. Por se tratar de amostras bioldgicas, foram realizados testes de

estabilidade e reprodutibilidade, para garantir a confiabilidade nos resultados obtidos.
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Figura 3.2: Curva de Varredura Z para solugao de fundo (Brometo de Etidio em dgua

Milli-Q 1:1000).

As secoes contidas neste capitulo sao: a secao 3.1 que traz as medidas de estabilidade
da amostra de DNA; a secao 3.2 que traz o estudo de reprodutibilidade e a secao 3.3 que

contém as medidas de Varredura Z de DNA LC do grupo controle e do grupo de estudo.

3.1 Teste de Estabilidade: Repeticao ao Longo do
Tempo e Estabilidade P6s Preparo

Amostras bioldgicas sao normalmente armazenadas em refrigeragao controlada, e em
temperatura ambiente podem sofrer algum tipo de degradacao. O DNA quando puro é
um composto estavel sob refrigeragao (T < 6°C) por vérios dias. Fora da refrigeragao
mantém-se estavel por algumas horas.

Entretanto, nao é conhecido o seu tempo de estabilidade em solucao e o tempo de

estabilidade da solucao quando sujeita a um gradiente de temperatura. Por esse motivo,
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iniciou-se um estudo da estabilidade das amostras de DNA ao longo do tempo de duracao
de uma medida experimental na técnica de Varredura Z.

Cada medida de Varredura Z que chamaremos de “corrida’pode ser realizada de duas
formas: Ou sao feitas n corridas, onde em cada posicao de deslocamento, é realizada
uma Unica aquisicao da poténcia transmitida pela amostra e depois calcula-se a média
das n corridas ou é feita uma unica corrida com n aquisi¢oes da poténcia transmitida
pela amostra em cada posicao. Quando nao ha problemas de estabilidade na amostra
estudada, os resultados obtidos nas duas formas de medida sao iguais e o segundo método
¢ escolhido por se tratar de uma medida mais rapida de aquisicao de dados.

Comecou-se o estudo realizando 10 corridas, onde em cada posicao de cada corrida
era realizada apenas uma aquisicao. Em cada corrida, a amostra era deslocada ao longo
de 100 posicoes. A distancia entre os pontos era de 1 mm e o tempo entre aquisigoes foi
de 1 s.

Com uma nova amostra realizou-se uma tunica corrida, onde em cada ponto foram
feitas 10 aquisicoes. Essa nova amostra também foi deslocada ao longo de 100 pontos com
separacao entre os pontos de 1 mm e tempo de espera entre as aquisi¢oes de 1 s.

E possivel observar na figura 3.3 que as curvas obtidas pelas duas configuragoes ado-
tadas apresentaram uma ténue diferenca. A curva em preto que representa a média de
10 corridas possui a amplitude pico-vale ligeiramente maior que a curva vermelha que
representa uma tnica corrida com 10 aquisi¢oes por posicao. Considerando as incertezas
nas medidas, podemos observar que as amostras sao estaveis dentro do intervalo de tempo
de 10 corridas, que dura em torno de 55 minutos.

O segundo estudo de estabilidade foi relacionado ao tempo que a solucao com DNA
mantém-se estavel mesmo sobre refrigeragao (7' = 10°C'). Para esse estudo foi preparada
uma solucao e dividida em 4 aliquotas idénticas. A aliquota 1 foi medida imedidatamente
apos o preparo e as aliquotas 2, 3 e 4 foram postas em refrigeracao e foram medidas 1h,
3h e 5h respectivamente, depois da preparagao. Aguardou-se 5 minutos, antes do inicio
das medidas das aliquotas 2, 3 e 4, para que estas ficassem a temperatura ambiente.

A figura 3.4 apresenta os resultados das medidas em funcao do tempo pds preparo.
Os resultados mostraram que até 1 hora apds o preparo as amostras apresentam o mesmo
resultado, ou seja possuem a mesma amplitude pico-vale da curva de varredura Z, e amos-

tras medidas 3 e 5 horas depois da preparacao apresentaram uma reducao da amplitude
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Figura 3.3: Curva caracteristica de varredura 7 para uma amostras de paciente oncologico.
A curva em vermelho representa a média de 10 corrida e a curva em preto representa uma

corrida com 10 aquisi¢oes por posi¢ao.
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Figura 3.4: Curva caracteristica de Varredura Z em funcao do tempo de preparo da

amostra
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Em funcao do resultados obtidos nesses testes foi adotado o seguinte procedimento de
preparagao e medicao: as solucoes foram preparadas para medida imediata e foi realizada

uma unica corrida com 10 aquisi¢oes por posicao.

3.2 Teste de Reprodutibilidade

Apé6s a padronizacao das medidas, foi realizado o teste de reprodutibilidade. Para
esse teste foram preparadas trés amostras de um mesmo individuo. Pode-se observar pela
figura 3.5 que os resultados obtidos sao iguais, dentro da incerteza da medida. Assim,
serd adotado nesse trabalho que 3 amostras por individuo sao suficientes para garantir a

qualidade dos resultados obtido neste estudo.
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Figura 3.5: Curva de Varredura Z de 3 amostras de DNA de um mesmo paciente.

3.3 Medidas de Varredura Z de DNA Livre Circu-
lante

Apoés a definicao do protocolo de preparacao e medidas de Varredura Z, iniciou-se
o estudo das amostras do grupo controle e do grupo de estudo. As figuras 3.6 e 3.7
apresentam as curvas de transmitancia normalizada de uma amostra do grupo controle e

uma amostra do grupo de estudo. Podemos notar que ambas as amostras apresentam o
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mesmo comportamento com a tunica diferenca, que a amplitude pico-vale da amostra do
grupo controle é menor que a do grupo de estudo. Vale ressaltar que a amostra do grupo
controle apresenta amplitude pico-vale igual da solucao de fundo 8 = 0,0124+0, 002. Além
disso, a curva da amostra do grupo controle apresenta incerteza maior nas medidas que a

da amostra do grupo de estudo.
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Figura 3.7: Curva caracteristica de Varredura Z da amostra B6 - Grupo de Estudo

Como as amostras foram dopadas com Brometo de Etidio, foram realizadas medidas

de absorvancia de todas as amostras dos dois grupos para verificar se a diferenca da
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amplitude pico vale entre os grupos é devida apenas a absorcao do EtBr, ou da interacao

entre o DNA e o EtBr, pois é conhecido que o EtBr se acopla a dupla hélice do DNA. [21]

3.3.1 Medidas de Absorvancia

Todas as medidas de absorvancia foram realizadas em um espectrofotometro Ocean
Optics composto por uma fonte de luz (Mikropack,modelo DH — 2000 — BAL),e dois
detectores (Ocean Optics, modelo USB4000). Na figura 3.8 encontram-se os espectros de
absorvancia de uma amostra do grupo controle, de uma amostra de grupo de estudo e da

solugao de fundo.
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Figura 3.8: Espectro de Absorvancia da Solucao - Brometo de Etidio e agua Milli-Q
(Fundo), de uma amostra Grupo Controle (Amostra GC) e de uma amostra do Grupo de

Estudo (Amostra GE).

Para A\ = 532nm, os valores da absorvancia encontradas foram Aszs = 0,8840, 05 para
a solucao de fundo, As3p = 0,87 40,05 para a amostra do grupo controle e As3o = 0,90+
0,05 para uma amostra do grupo de estudo. Todas as amostras estudadas apresentaram
valores similares, entao conclui-se que a diferenca de amplitude pico vale entre os dois

grupos nao se deve apenas a adicao do Brometo de Etidio nas amostras estudadas.
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3.3.2 Teste de Proporcao

Como as amostras recebidas tanto do grupo controle como do grupo de estudo possuem
concentragoes diferentes, realizamos dois testes para investigar a origem da diferenca da
amplitude pico vale entre os dois grupos. O primeiro teste consistiu em preparar solugoes
com DNA LC dos dois grupos, variando a propor¢ao entre eles na solucgao.

Na figura 3.9 encontra-se os valores do parametro 6 obtido pelo ajuste do modelo
de lente térmica aberrante em funcao da proporcao de DNA LC dos dois grupos com

concentragoes proporcionalizadas.
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0;2 TR A T TN N I YT R AT ST Y N SN N N S N SN SN SN H
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Figura 3.9: € em funcao da propor¢ao de DNA dos grupos controle e de estudo.

A figura 3.9 mostra a proporcionalidade quando se junta 20% da amostra do paciente
com 80% da amostra do doador, 40% da amostra do paciente e 60% do doador, 60%
da amostra do paciente e 40% do doador e por fim 80% da amostra do paciente e 20%
doador. Ou seja, a técnica consegue recuperar as concentragoes de DNA LC de pacientes
com cancer. Por fim, se percebe que quando na solucao ha 20% da amostra do doador,
nao ha diferenca em 6.

O segundo teste consistiu em preparar solugoes com diferentes concentragoes de DNA
de uma amostra do grupo de estudo e de uma amostra do grupo controle para comparar

o valor de # para as amostras dos dois grupos em uma mesma faixa de concentracao.
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Figura 3.10: € em funcao da concentragao de DNA.

A figura 3.10 mostra os valores obtidos de # para uma mesma concentracao de DNA
nos dois grupos estudados. Vemos que tanto para a amostra do grupo controle quanto
para o grupo de estudo, o comportamento de f nao é linear em funcao da concentragao
da amostra, excluindo-se o primeiro ponto que ¢é o valor de # para a solucao de fundo.

O valor de 6 da solucao de fundo parece nao interferir na Varredura Z quando adicio-
nada a amostra do grupo de estudo e do grupo controle. Os demais valores de € obtidos
a partir das comparagoes nos mostra que podem existir diferengas entre os conteudos

(fragmentos de DNA) das amostras de pacientes com cancer e pacientes livres de doenga.

3.3.3 Avaliacao Final

Apds o estabelecimento do protocolo de andlise supracitado, iniciamos as anélises de
todas as amostras do grupo de estudo e grupo controle. A figura 3.11 mostra os diferentes
valores de 6 dois os grupos estudados, no qual se verifica os maiores valores obtidos de 6
sao do grupo de estudo (05 (GE) = 0,01402 e 0,,(GC) = 0,0081)

Além disso, foram determinadas as concentracoes de DNA LC nas amostras, usando
os valores de concentracao e das absorvancias obtidas por espectrofotometria fornecidas
pelo Laboratério de Analises Clinicas da FMABC.

A figura 3.12 mostra a relagao dos valores da razao entre ¢ e a concentragao final de

DNA da amostras para os grupos estudados. Observa-se que ha um aumento na diferenca
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Figura 3.11: Distribuicao de 6 ajustados pelo Modelo de Lente Térmica Aberrante dos
Grupos de Controle (GC) e de Estudo (GE).

entre os grupos estudados quando se avalia essa razao, onde o valor médio da razao entre

0 e a concentracao final de DNA da amostras do grupo de estudo é % = 43,61 e

do grupo controle é _9EY) 374, 3.
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Figura 3.12: Distribuicao da razao de 6 pela concentragao de DNA dos Grupos de Controle

(GC) e de Estudo (GE).
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As tabelas com todos os dados experimentais de todas as amostras estudadas podem

ser consultadas no apéndice A.

Andlise Clinica e Estatistica

A fim de se avaliar o potencial de aplicacao da técnica de Varredura Z do ponto de
vista laboratorial para avaliacao clinica futura foram realizados testes de associacoes com
todas as técnicas realizadas nesse trabalho: Método 1: (Concentragoes de DNA LC por
meio de espectrofotometria), Método 2 (Razao entre o 6 e as concentragdes de DNA LC)
e Varredura Z que denominaremos com Z-Scan (Valores de 6) . Para isso, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para analisar a associacao dos pacientes com cancer e sem cancer
segundo as técnicas utilizadas. Para essas andlises utilizou-se nivel de confianca de 95% e
o programa utilizado foi o Stata versao 11.0. No apéndice encontram-se os valores usados
para a analise estatistica

A tabela 3.1 mostra as associagoes dos pacientes com cancer e sem cancer segundo
as técnicas. Se verifica que em relagao a mediana, o Z-Scan é a técnica que proporciona
maiores valores de concentracao de DNA LC entre os pacientes com cancer e sem cancer
e também a maior diferenca entre o valor maximo do grupo sem cancer e o valor minimo

do grupo com cancer. Todas as associagoes foram significante.

Tabela 3.1: Associacao dos pacientes com cancer e sem cancer segundo os métodos de

diagnéstico.
Sem cancer Com cancer
Método | Varidvel p*
Mediana (IC95%)
1 I 0,001 (0,001; 0,002) 0,021 (0,014; 0,039) <0,001
2 0/[)t 0,001 (0,001; 0,001) 0,001 (0,001; 0,001) <0,001
Z-scan 0 0,014 (0,013; 0,015) 0,025 (0,022; 0,028) <0,001

Valores mostrados em mediana (valor maximo; valor minimo)
1C95%: intervalo de confianca 95%; p* teste de Mann-Whitney.

[J:Concentracao (Espectrofotometria);[|f: Concentracao Final (amostra Z — Scan)
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A tabela 3.2 mostra as associacoes dos pacientes com cancer e sem cancer segundo as
técnicas. Se verifica que em relacao a média a diferencga entre essas é mais significante

quando se aplica a técnica de Z-Scan (p < 0,001).

Tabela 3.2: Associacao dos pacientes com cancer e sem cancer segundo os métodos de

diagnéstico.

Sem cancer Com cancer

Método p*
Media (DP)

1 0,0012 (0,0004) 0,0655 (0,0922) 0,031
2 0,0001 (0,0001) 0,0012 (0,0018) 0,031

Z-scan | 0,0140 (0,0012) 0,0261 (0,0074) <0,001

Valores mostrados em média e desvio padrao (DP)

p* teste t de Student.

Além disso, foi verificada a capacidade das técnicas utilizadas nesse estudo para di-
ferenciar amostras de paciente sem cancer e com cancer. Para isso foi usada a Con-
cordancia de Lin, Correlagao de Spearman e Coeficiente de concordancia de Bland &
Altman. Também para essas andlises se utilizou nivel de confianca de 95%. O programa
utilizado foi o Stata versao 11.0. A tabela 3.3 mostra que tanto os resultados obtidos pelo
método 2 quanto aqueles obtidos pelo Z-Scan nao concordam e também nao se correlaci-

onam com os resultados obtidos pelo método 1 (espectrofotometria).

Tabela 3.3: Concordancia de Lin e Coeficiente de concordancia de Bland & Altman para

mensuracao do Método 2, Z-scan entre os métodos de analise laboratorial e Método 1.

Método 1
rho. (I1C95%) Bland & Altman (IC95%)
Método 2 | 0,026 (0,020; 0,033) 0,064 (-0,113; 0,241)
Z-scan 0,029 (-0,003; 0,061) 0,039 (-0,139; 0,217)

*Coeficiente de Lin; 1C95%: Intervalo de Confianga 95%); (valor méximo; valor minimo)

Conforme verificado, a capacidade de diferenciacao entre pacientes sem cancer e com
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cancer representada na tabela 3.3 pode, de alguma maneira, com associacoes clinicas
(estadiamento, tipo de tumor e resposta terapéutica) definir a caracterizacao do DNA LC
detectado quanto a sua origem; ou seja; se esse DNA LC é oriundo de morte apoptética
ou necroética.

A fim de se elucidar e contextualizar, sabe se que as células do corpo humano estao
frequentemente se renovando, tal fenomeno é caracterizado por um processo ativo de
alteragoes morfolégicas e bioquimicas denominado apoptose. [37] Morfologicamente, du-
rante a apoptose as células vao sofrer uma alteracao seguida de condensacao e frag-
mentagao da cromatina com formacao de bolhas citoplasmaticas e fragmentacao dos cor-
pos apoptoticos, esses serao fagocitados por macréfagos e removidos sem causar um pro-
cesso inflamatério. [38]

Ja a necrose é um tipo de morte celular desencadeada por estimulos ambientais, que
resulta no aumento do volume celular, agregacao da cromatina e desorganizacao do cito-
plasma. [39] H4 perda da integridade da membrana plasmética ocasionada pela diminuigao
nos niveis de ATP, que vai comprometer a bomba de Na™ /K™ e de outros fendmenos que
sao ATP - dependentes. Isso resulta na ruptura da célula e liberacao de componentes
intracelulares levando a uma reagao inflamatdéria local. [40]

Dessa maneira, o uso da técnica do Z-Scan pode auxiliar a caracterizagao dos frag-
mentos de DNA LC quanto a sua origem. Até o momento e de acordo com os resultados
mostrados essa técnica nao parece mostrar somente quantidade de DNA LC mas como
também parece possuir capacidade na caracterizacao ja que as quantidades detectadas
pela técnica diferem das encontradas pela espectrofotometria. Estudos relacionando os
dados clinicos dos pacientes estudados serao realizados futuramente a fim de elucidar a

origem do DNA LC.
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Capitulo 4

Comnsideracoes Finais

Este trabalho teve como propdésito avaliar as concentracoes e possiveis alteragoes de
DNA LC em pacientes portadores de tumores sélidos pela técnica de Varredura Z. Os re-
sultados obtidos demonstram que hé diferenca entre as determinacgoes obtidas pela técnica
de Varredura Z quando se aplica a mesma em pacientes com cancer e individuos livres de
doengas. Em particular foi observado que o tempo de armazenagem assim como o tempo
de preparo das amostras interfere nos resultados quando se aplica a técnica de Varredura
Z.

Essa técnica possui a capacidade de recuperar as avaliacbes de DNA LC quando se
mistura as amostras de pacientes com cancer e individuos livres da doenca. Além disso,
os resultados sao reprodutiveis nao mostrando alteracoes das determinagoes intra analise.
Em relagao a espectrofotometria, a técnica de Varredura Z mostrou ser mais vantajosa
uma vez que fornece maior diferenca entre os grupos estudados e ainda essa técnica nao
concorda e nem se correlaciona com a espectrofotometria por possuir a capacidade de
detectar nao somente a quantidade mas como também possiveis alteragoes do fragmento

de DNA que circula livremente no plasma.
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Apeéendice A

Valores das Amplitudes Térmicas

das amostras de DNA LC.
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A.1 Dados Experimentais das amostras do Grupo
Controle e da Solucao de Fundo medidas pelo
Z-Scan.

Tabela A.1: Dados Experimentais do G.C. e da S1

amostras concentragao {’;—ﬂ 0 og | ag [em™Y | o4,
milli-Q + EtBr 0,012 | 0,002 0,88 0,05
D1 0,001 0,014 | 0,003 0,91 0,05
D2 0,001 0,013 | 0,002 0,88 0,05
D3 0,002 0,015 | 0,003 0,87 0,05
D4 0,001 0,014 | 0,003 0,90 0,05
D5 0,001 0,015 | 0,002 0,85 0,05
D6 0,001 0,012 | 0,003 0,88 0,05
D7 0,001 0,014 | 0,002 0,89 0,05
D8 0,001 0,015 | 0,003 0,90 0,05
D9 0,001 0,012 | 0,002 0,89 0,05
D10 0,001 0,014 | 0,003 0,90 0,05
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A.2 Dados Experimentais do Grupo de Estudo me-
didas pelo Z-Scan.

Tabela A.2: Dados Experimentais do G.E.

amostras | concentragao {’;—ﬂ 0 og | ag [em™Y | o4,
prostata 1 0,015 0,022 | 0,004 0,89 0,05
préstata 3 0,100 0,035 | 0,002 0,88 0,05
prostata 4 0,089 0,034 | 0,003 0,90 0,05
prostata b 0,020 0,027 | 0,004 0,88 0,05
bexiga 3 0,500 0,03 | 0,002| 088 | 005
bexiga 4 0,100 0,02 | 0,003| 085 | 005
bexiga 5 0,200 0,02 | 0,002 089 | 005
bexiga 6 0,200 0,042 | 0006 | 09 | 005
bexiga 7 0,100 0,025 | 0,003| 082 | 0,05
bexiga 8 0,200 0,027 | 0,005 | 084 | 0,05
bexiga 9 0,100 0,02 | 0,004 0,94 0,05
bexiga 10 0,100 0,03 | 0,007 0,87 0,05
bexiga 14 0,010 0,032 | 0,004 0,86 0,05
bexiga 15 0,015 0,025 | 0,004 0,91 0,05
bexiga 16 0,006 0,03 | 0,003 0,87 0,05
bexiga 17 0,010 0,032 | 0,002 0,93 0,05
bexiga 18 0,078 0,035 | 0,002 0,90 0,05
bexiga 19 0,010 0,038 | 0,003 0,84 0,05
bexiga 20 0,010 0,035 | 0,003 0,91 0,05
bexiga 21 0,060 0,026 | 0,002 0,86 0,05
bexiga 22 0,010 0,035 | 0,003 0,85 0,05
bexiga 23 0,010 0,017 | 0,005 | 0090 | 0,05
bexiga 24 0,010 0,018 | 0,003 0,82 0,05
bexiga 25 0,087 0,038 | 0,003| 092 | 005

Continua na préxima péagina
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Tabela A.2 — Continuacao da pagina anterior

amostras | concentracao {%w 0 og | ag [em™Y | o4,
bexiga 26 0,020 0,030 | 0,004 0,90 0,05
bexiga 27 0,007 0,043 | 0,003 0,88 0,05
bexiga 28 0,010 0,040 | 0,002 0,87 0,05
bexiga 29 0,010 0,020 | 0,003 0,92 0,05
bexiga 30 0,005 0,023 | 0,003 0,90 0,05
bexiga 31 0,010 0,041 | 0,002 0,87 0,05
gastro 1 0,202 0,025 | 0,003 1,03 0,05
gastro 2 0,217 0,028 | 0,003| 095 | 0,05
gastro 3 0,101 0,034 | 0,002 1,03 0,05
gastro 4 0,024 0,020 | 0,002 1,08 0,05
gastro 5 0,361 0,035 | 0,002 | 129 | 005
gastro 6 0,194 0,020 | 0,002 1,0 0,05
gastro 9 0,012 0,015 | 0,003 | 095 | 0,05
gastro 10 0,013 0,020 | 0,002 | 095 | 0,05
gastro 11 0,094 0,034 | 0,003 | 1,00 | 0,05
gastro 12 0,039 0,026 | 0,006 0,94 0,05
gastro 13 0,033 0,020 | 0,002 0,94 0,05
gastro 14 0,094 0,026 | 0,002 1,03 0,05
gastro 15 0,010 0,023 | 0,003 1,00 0,05
gastro 17 0,009 0,018 | 0,002 0,91 0,05
gastro 19 0,021 0,022 | 0,002 1,06 0,05
gastro 20 0,036 0,022 | 0,002 1,02 0,05
gastro 21 0,019 0,020 | 0,002 0,98 0,05
gastro 23 0,011 0,018 | 0,002 0,94 0,05
gastro 24 0,008 0,024 | 0,002 1,01 0,05
gastro 26 0,297 0,038 | 0,003| 1,15 | 0,05
gastro 27 0,123 0,020 | 0,002 1,02 0,05
gastro 29 0,056 0,020 | 0,002 | 094 | 0,05

Continua na préxima péagina
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Tabela A.2 — Continuacao da pagina anterior

amostras | concentracao {%w 0 og | ag [em™Y | o4,
gastro 34 0,021 0,015 | 0,003 0,95 0,05
gastro 35 0,014 0,025 | 0,003 0,95 0,05
gastro 36 0,030 0,020 | 0,002 0,97 0,05
gastro 37 0,013 0,017 | 0,003 0,87 0,05
gastro 39 0,016 0,034 | 0,004 0,95 0,05
gastro 41 0,019 0,020 | 0,002 0,99 0,05
gastro 48 0,038 0,029 | 0,003 | 1,05 | 0,05
gastro 49 0,014 0,018 | 0,002 | 090 | 0,05
gastro 50 0,021 0,021 | 0,002 | 093 | 0,05
gastro 54 0,009 0,018 | 0,002 | 1,01 | 0,05
gastro 59 0,007 0,028 | 0,003 | 095 | 0,05
gastro 60 0,007 0,015 | 0,002 | 093 | 0,05
gastro 61 0,005 0,016 | 0,003 | 094 | 0,05
gastro 62 0,044 0,030 | 0,003| 1,10 | 0,05
gastro 71 0,024 0,020 | 0,002 | 093 | 0,05
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