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ESTUDOS /N VITRO DOS EFEITOS DO LASER DE Er,Cr:YSGG EM TECIDO
OSSEO POR ESPECTROSCOPIA ATR-FTIR

CAROLINA BENETTI

RESUMO

O laser tem se mostrado eficaz no auxilio ao profissional de saude, sendo
extensivamente utilizado em procedimentos médicos e odontolégicos nas ultimas
décadas. Em particular, os lasers de alta intensidade emissores no infravermelho
possuem grande potencial para corte de tecidos biolégicos mineralizados, visto
que sdo bastante absorvidos pela hidroxiapatita e agua, principais componentes
desses tecidos. Em comparacao aos instrumentos mecanicos, o laser apresenta
uma série de vantagens no corte de tecidos, com possibilidade de menor dano ao
tecido remanescente e melhor hemostasia. Entretanto, para uma aplicagao
eficiente e segura é necessario conhecer os efeitos que a irradiagao laser causa
ao tecido. A técnica de espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) é bastante utilizada no estudo de materiais organicos, pois além de
permitir a identificacdo de componentes, possibilita uma analise semiquantitativa.
Este trabalho tem como objetivos estabelecer a técnica de ATR-FTIR para
caracterizacao do tecido 6sseo natural e irradiado, e verificar as eventuais
mudancgas quimicas e estruturais causadas pela irradiacdo laser. Primeiramente,
foram determinadas as melhores condi¢cdes instrumentais para a obtencdo dos
espectros de amostras de osso. Posteriormente foram analisadas as amostras de
0osso natural e irradiado com o laser de Er,Cr:YSGG (2,78 um) com diferentes
densidades de energia. Verificou-se que a técnica foi eficaz na caracterizagdo do
tecido 6sseo, sendo possivel observar as alteragcdes quimicas promovidas pelo
aumento de temperatura ocasionado pela irradiagao laser. Foi observada a perda
gradativa de material organico em fungdo do aumento da densidade de energia
utilizada. Os resultados obidos sdo os primeiros passos para a verificagdo da
eficacia do laser de Er,Cr:YSGG quando empregado como uma ferramenta de

corte, essencial para sua consolidacao na pratica clinica.
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STUDY IN VITRO OF Er,Cr:YSGG LASER EFFECTS IN BONE TISSUE BY
ATR-FTIR SPECTROSCOPY

CAROLINA BENETTI

ABSTRACT

Laser proves to be, more and more, an effective tool for helping health
professionals, being intensively used in ophthalmological and odontological
procedures. In particular, high-density, infrared emitting lasers have great potential
in cutting mineralized biological hard tissues, given their high absorption by
hydroxyapatite and water, these tissues’ main components. In comparison to
mechanical instruments, laser presents a series of advantages, namely, smaller
damage to the remaining tissue and promotion of homeostatic effect, apart from
making it possible to execute procedures in areas with difficult access. However,
for an efficient and safe use of this technique, it is necessary to know the effects of
the laser irradiation on the tissue. The Fourier transform infrared (FTIR) technique
is heavily used in the study of organic materials, because apart from making it
possible to identify the materials’ components, it also allows to prepare a semi
quantitative analysis. This work aims to establish the ATR-FTIR technique in the
characterization of natural and irradiated osseous tissue, and to verify the possible
chemical and structural changes caused by irradiation. Firstly, the best conditions
for the obtainment of bone sample spectra were determined. Then, bone samples,
irradiated with the Er,Cr:-YSGG (2,78 um) infrared emitting laser (adjusted with
different energy densities) were analyzed alongside with natural bone samples. It
has been verified that the technique is effective in the bone tissue characterization,
and that it is possible to observe the chemical changes caused by the temperature
rise due to laser irradiation. It has been observed a gradual organic material loss
as the energy density goes up. These results are the first steps in testing the
Er,Cr:-YSGG laser efficacy as a cutting tool, a pivotal aspect of its consolidation in

clinical procedures.
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1. INTRODUGCAO

O corte 6sseo é frequentemente realizado durante os procedimentos
cirurgicos, seja por motivos de acesso a regides subjacentes ou por motivos
terapéuticos inerentes ao proprio tecido'. Entretanto, as ferramentas de corte
tradicionais e ainda amplamente utilizadas, tais como os instrumentos rotatorios
em alta e baixa rotacdo, muitas vezes acabam por retardar o periodo pés-
operatdrio do paciente, pois muitas vezes podem causar traumas mecanicos,
aumento excessivo de temperatura local, hemorragias excessivas que dificultam a
visualizagdo do profissional***. Uma das alternativas para o corte de tecidos

duros e moles ¢ a irradiagao laser.

O laser é extensivamente utilizado em procedimentos clinicos médicos e
odontolégicoss’6, sendo, neste ultimo caso, utilizado para realizacdo de preparo
cavitario, prevencao de caries, desinfecgdes, corte de tecidos moles, dentre
outros®”®. O potencial dos lasers emissores no infravermelho na ablagdo de
tecidos biologicos mineralizados ja é amplamente estabelecido e reconhecido na
literatura®. O laser de Er,Cr:YSGG com comprimento de onda de 2,78 um é

fortemente absorvido pela agua e hidroxiapatita "> %°

5,10

, 0S principais componentes
da dentina e ossos Desta maneira, sua forte interagdo promove cortes
precisos e com rapidez, além de apresentar seguranga quanto aos efeitos
térmicos promovidos. Entre as vantagens que o laser oferece em relagdo aos
instrumentos de corte tradicionais destacam-se a maior precisao de corte, maior
hemostasia, a possibilidade de cortar tecidos em area de dificil acesso, além de

minimizar danos mecanicos e térmicos>*"*"",

Na literatura ha uma grande variedade de estudos sobre os efeitos da
irradiacdo do laser de Er,Cr:-YSGG com os tecidos duros dentarios®, assim como
durante o corte dsseo’*"°. Normalmente, os estudos sdo focados nas mudancas
morfologicas e histolégicas promovidas pelas irradiacdes*’, havendo a
necessidade de melhor analisar os efeitos da irradiacéo laser no tecido 6sseo do

ponto de vista quimico e estrutural.
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Nos ultimos anos, a espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) vem sendo extensivamente utilizada na analise de materiais
organicos. Essa técnica permite identificar os componentes da amostra analisada,
possibilitando uma analise semiquantitativa, além de fornecer informagdes
quimicas e estruturais do material’®'>'*. Dentre as técnicas de espectroscopia no
infravermelho existentes, a que utiliza o efeito da reflexdo total atenuada (ATR) é
a mais indicada para a analise de amostras solidas por possibilitar a obtencéo de

espectros qualitativos independentemente da espessura da amostra™®.

A espectroscopia no infravermelho ja foi utilizada na caracterizagdo de

tecido dental duro irradiado''¢1718

,onde a técnica se mostrou capaz de detectar
as mudangas composicionais causadas pela irradiagao laser. Ela também ja foi
utilizada na caracterizacdo do tecido 6sseo para diversas finalidades, como: na

1920 ng analise das

diferenciacdo de tecidos saudaveis e cancerigenos
modificacdes causadas com o envelhecimento do o0sso®’, no estudo da
osteoporosezz. Entretanto, por se tratar de uma técnica relativamente nova'®,
ainda existem muitos aspectos da interacdo laser tecido que podem ser

explorados por esta técnica.

Estudos prévios realizados em tecido dental irradiado demonstraram que a
irradiagao laser provoca perda de material organico e mudanga na cristalinidade
do tecido, sendo estas alteracbes maiores quanto maior a densidade de energia
utilizada™ %", Nas estruturas dentais, essas alteracdes afetam a resisténcia do
dente & desmineralizagdo e consequentemente sua resisténcia a carie 2?*. No
tecido O0sseo, uma alteracdo significativa de material organico pode retardar o
processo de regeneragéo”, além de poder torna-lo mais quebradigo, visto que a
dureza e resisténcia do tecido 6sseo se déo pela associagao das fibras colagenas
e hidroxiapatita®.

Considerando que ainda ndo ha um protocolo especifico para o emprego
do laser de Er,Cr:-YSGG para o corte de tecido Osseo, torna-se importante
caracterizar este tecido apds sua irradiacdo com o laser de Er,Cr:YSGG com

diferentes densidades de energia. A técnica de ATR-FTIR é sugerida para esta
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analise, que representa um passo importante para consolidar o laser de

Er,Cr:-YSGG como uma ferramenta segura para o corte 6sseo.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho pretende desenvolver uma metodologia de avaliagdo das
mudangas composicionais por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier, ocorridas em amostras de tecido 6sseo quando irradiados com laser

de Er,Cr:YSGG.

Os objetivos especificos séo:

- Determinar as condi¢cdes de obteng¢ao dos espectros, otimizando a qualidade de

sinal usando a técnica ATR-FTIR;

- Avaliar os efeitos composicionais causados em tecido ésseo irradiado com

diferentes densidades de energia.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Nesta secao procurou-se esclarecer os detalhes sobre a técnica de analise
empregada, além de contextualizar o que ja se conhece sobre a interagéo laser
com o tecido.

3.1. Tecido Osseo?®

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, formado por
células (ostedcitos, osteoblastos, e osteoclastos), e material extracelular
calcificado (a matriz 6éssea). Entre suas fungbes estdo: suporte para as partes
moles, protecdo de o6rgdos vitais, alojamento e protecdo da medula Ossea,
proporcionar apoio aos musculos, além de funcionar como depdsito de calcio,
fosfato e outros ions. Em relacdo ao seu peso, a composi¢cado do tecido ésseo é:
20 — 30% de material organico (principalmente colageno); de 60 — 70% de

material inorganico; e 10% de agua®.

As principais células do tecido 6sseo sdo: os osteoclastos, responsaveis
pela reabsor¢cdo e remodelagcdo dos ossos; os osteoblastos, que sintetizam a
parte organica da matriz éssea, além de participarem da sua mineralizagdo; e os

ostedcitos, essenciais para a manutencdo da matriz éssea.

A parte inorganica da matriz 6ssea € formada principalmente por ions de
fosfato e calcio que formam cristais de hidroxiapatita - Ca,,(PO,);(OH),, além de

ions de bicarbonato, magnésio, potassio, sodio, e citrato em pouca quantidade.

A parte orgénica da matriz éssea é formada 95% por fibras colagenas,
constituidas principalmente por colageno tipo |, além de pequenas quantidades de

outras proteinas.

A dureza e resisténcia do tecido 6sseo ocorrem pela associacao das fibras
colagenas e hidroxiapatita. Ocorrendo a destruicdo da parte orgénica da matriz
Ossea o tecido mantém sua forma intacta, porém torna-se quebradigco e de dificil



16

manipulagdo. Se ocorrer perda de calcio, o tecido fica intacto, mas torna-se

borrachudo.

Macroscopicamente o tecido 6sseo € dividido em ossos compactos e
esponjosos. O tecido &sseo esponjoso apresenta lacunas em sua matriz,
engquanto que o tecido ésseo compacto ndo. Por sua forma os ossos s&o divididos
em longos, curtos, e chatos. Os ossos curtos tém seu centro composto de tecido
0sseo esponjoso, sendo sua periferia recoberta com uma camada de tecido 6sseo
compactado. Os ossos longos tém suas extremidades (epifises) formadas por
0SS0S esponjosos, e a parte cilindrica (diafise) € quase totalmente formada por
0ssO0 compacto — osso cortical, havendo uma pequena quantidade de o0sso

esponjoso na regido mais interna, na interface do canal medular.

Histologicamente o tecido 6sseo é classificado por imaturo ou primario, e
maduro ou secundario (ou ainda lamelar). A classificacdo se da devido a
diferenca da organizagédo das fibras colagenas: enquanto no primario elas n&o
apresentam disposigéo regular, no secundario estdo organizadas em lamelas. O
tecido 6sseo primario esta presente no desenvolvimento embrionario, e na
reparacgdo de fratura. E um tecido temporario, sendo substituido gradativamente
pelo tecido ésseo secundario e, por isso, € pouco frequente em ossos de adultos.
Ente suas caracteristicas destacam-se as fibras colagenas sem organizagao
definida, a menor quantidade de minerais € a maior proporgcéo de ostedcitos em
comparagao com o tecido 6sseo secundario. No tecido ésseo secundario as fibras
colagenas estdo organizadas em lamelas ou paralelas uma as outras em
camadas concéntricas em torno de canais com vasos, formando os sistemas de

Havers ou Osteons (FIG. 1).
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FIGURA 1 — Imagem do tecido 6sseo longo com a identificagdo de suas partes®

Neste trabalho o osso estudo foi a parte cortical da tibia de coelhos adultos,
portanto um osso compacto, longo, e secundario (FIG. 1).

3.2. O Laser como Ferramenta de Corte Osseo

Em diversos procedimentos médicos e odontologicos, como em cirurgias
ortognaticas, ortopédicas e bucomaxilofacial, o corte 0sseo € necessario, seja
para permitir o acesso a uma regido, ou devido a necessidade da remodelacao,
desgaste ou remocao do tecido’. Os instrumentos cortantes utilizados atualmente
como brocas, e serras (FIG. 2) causam traumas mecanicos e aumento de
temperatura ao tecido 6sseo?’, devido ao atrito entre o metal com o tecido. Em
alguns casos, ocorre a deposicdo de particulas metalicas no tecido
remanescente, o que prejudica o processo regenerativo®>. O corte em regides
com acesso limitado € dificultado devido ao tamanho dos equipamentos, e a baixa

precisao de corte faz com que mais tecido do que o necessario seja removido®.
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FIGURA 2 — Instrumentos para o corte dsseo utilizados atualmente: (A) motores

elétricos?® (B) ponta diamantada®.

Os lasers sdo uma possivel alternativa para a realizacdo do corte ésseo,
pois apresentam vantagens em relagdo aos instrumentos atuais, como: maior
facilidade no alcance de regides de dificil acesso''; maior precisdo de corte,
devido ao pequeno diametro do feixe’; menor aumento de temperatura e choque

mecanico’; e menor sangramento™.

Os primeiros estudos utilizando o laser no corte de tecido datam de 1964°.
Desde entao diversos trabalhos foram publicados utilizando diferentes lasers para
o corte e remogao de tecido mineralizados duros. Muitos estudos foram realizados
utilizando-se os lasers Ho:YAG®', Nd:YAG e CO,*para a remocéo e desgaste de
tecidos mineralizados duros, entretanto, sinais de dano térmico como
carbonizagdo e necrose do tecido remanescente, e também atraso no processo

de regeneracao 6ssea, foram observados®'3?.

A interagdo da luz laser com os tecidos bioldgicos depende das
propriedades Oticas e térmicas do tecido, principalmente, o coeficiente de
absorcdo e espalhamento; e dos parametros do laser, como comprimento de
onda, modo de emissao (continuo ou pulsado), energia do pulso, densidade de
energia, tempo do pulso, entre outros. Ao incidir sobre o material, a luz pode
sofrer reflexdo, transmissédo, espalhamento e absorcdo, conforme ilustrado na
FIG. 3, sendo o ultimo fundamental na interagdo da luz com tecidos bioldgicos, ja
que é neste processo que ocorre a transferéncia de energia para o tecido®®,
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FIG 3 — Interagbes da luz com a matéria

Atualmente, sabe-se que o potencial da utilizacdo do laser para realizagao
de cortes Osseos esta principalmente relacionado com o seu comprimento de
onda, densidade de energia, e refrigeracdo com agua e ar da amostra durante a
irradiagdo, visto que o uso de diferentes parametros resulta em resultados
contrastantes no processo de regeneragao dssea***®. Os laser emissores no
infravermelho como o Er:YAG (2,94 um) e Er,Cr:YSGG (2,78um) apresentam um
grande potencial de uso, visto que sdo fortemente absorvidos pelos principais
componentes dos tecidos mineralizados duros, como pode ser visto na FIG. 4
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FIGURA 4 — Espectro de absorcdo dos hidroxiapatita e agua®.

Os lasers emissores no infravermelho promovem remocgao de tecido
mineralizados pelo processo de ablagao térmica. Nele, a energia depositada pelo
laser é absorvida pela agua presente no material, aumentando sua temperatura. A
agua entra em ebuligdo, e aumenta a pressao interna do tecido, gerando uma
microexplosdo que causa a remocgao de material, resultando em uma cratera de

ablacgo®. A FIG. 5 ilustra o processo de ablagéo explosiva.

FIGURA 5 — llustracédo do processo de ablacéo explosiva
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Os lasers de Er:-YAG (2,94 um) e Er,Cr:YSGG (2,78um), por serem
fortemente absorvidos pela agua, fazem com que o processo de ablagdo ocorra
rapidamente, causando menor danos térmicos ao tecido adjacente. Entretanto,
para ocorrer ablagédo, ndo basta que o laser seja fortemente absorvido pela agua.
E necessario que ele tenha densidade de energia grande o suficiente. Chama-se
de limiar de ablagdo o valor de densidade minima com que o laser promove
ablagdo. No caso do laser de Er,Cr:YSGG, o limiar de ablagdo para o tecido

dsseo é 5 J/iem?.%’

Diversos estudos foram realizados utilizando estes lasers no corte
dsseo*?** demonstrando que eles sdo mais eficientes ao remover o tecido que os
lasers de Ho:YAG, Nd:YAG, e CO,, uma vez que o fazem de forma mais rapida e
com menor dano aos tecido remanescentes***. Nao existe consenso na literatura
sobre os efeitos destes lasers na regeneracdo 6ssea, uma vez que ha estudos
que demonstram atraso nos primeiros estagios da regeneragédo do osso em cortes

35,38

realizados com laser em comparagdo com as brocas™"", enquanto outros

sugerem ndo haver diferencas significativas entre os instrumentos>*4°

, € alguns
resultados indicam regeneragdo mais rapida quando os corte foram realizados
com laser*®. As diferencas nos resultados reportados ocorrem devido as
densidades de energia utilizadas e também a utilizagdo ou ndo de agua e ar para
refrigeracdo durante a irradiagdo, o que influencia no aumento da temperatura dos

tecidos adjacentes.

Eriksson e colaboradores*' demonstrou que se o tecido 6sseo sofre danos
irreversiveis quando submetido a um aumento de temperatura de 10 °C por mais
de um minuto, entretanto, aumentos de temperaturas maiores com menor
duragdo, ou um menor aumento de temperatura em maior duragdo podem afetar
o tecido. Como pode ser observado na FIG. 6, mesmo um pequeno aumento de
temperatura pode afetar a estabilidade térmica dos compostos do osso, o que

pode afetar a processo regenerativo.
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FIGURA 6 — Estabilidade térmica dos principais componentes do osso™*.

Apesar dos diferentes resultados reportados todos os estudos realizados
indicam que os lasers de Er,Cr:-YSGG e Er:-YAG tém potencial como ferramenta
de corte, seja na substituicdo da broca, ou apenas como uma ferramenta de
auxilio para situagdes especificas, sendo importante o estudo dos efeitos do laser
no tecido ésseo para uma melhor compreensdo das suas implicagcdes no

processo de remogao e regeneragao Ossea.

3.3. Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

3.3.1. Radiagao Eletromagnética

As ondas eletromagnéticas (radiacéo eletromagnética) sdo a combinagéo
de um campo elétrico e um campo magnético que se propagam simultaneamente,
oscilando perpendicularmente um ao outro e a dire¢do da propagacgao de energia
(FIG. 7). Sao classificadas no espectro eletromagnético (FIG. 8) conforme sua

energia, frequéncia ou comprimento de onda®.
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A energia de uma onda eletromagnética é proporcional a sua frequéncia

(expressao 1), e inversamente proporcional ao seu comprimento de onda

(expressao 2):

= |

(2)

~e
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onde f'é a frequéncia, £ a energia e & a constante de Planck, 4 o comprimento de

onda e ¢ a velocidade da luz no vacuo®.

A radiacdo infravermelha, utilizada neste trabalho, localiza-se na regiao
espectral entre a luz visivel e as micro-ondas (FIG. 8), compreendendo radiagdes
com nuimero de onda de 12800 a 10 cm™', aproximadamente, ou comprimento de
onda de 0,78 a 1000 um. Ela é subdividida em trés regides, conforme
apresentado na TAB. 1, sendo a regido mais comumente utilizada em analise de
compostos organicos de 4000 a 670 cm™. *°

TABELA 1 — Subdivisdes da regido espectral do infravermelho®.

Numero de onda Frequéncia Comprimento

(cm™) (Hz) de onda (um)

Infravermelho 14 14
o 12800 — 4000 3,8x10™ —-1,2x10 0,78-2,5
proximo

Infravermelho 1 12
o 4000 - 200 1,2x10™ - 6,0x10 2,5-50
médio

Infravermelho 12 11
_ 200 - 10 6,0x10"“ - 3,0 x10 50 - 1000
distante

Na espectroscopia de infravermelho, a caracteristica utilizada para
classificar as ondas eletromagnéticas € o numero de onda, pois este é
diretamente proporcional a sua energia e frequéncia, além de possuir ordens de

grandeza de facil representacao.

Em teoria, ele representa o numero de vezes que uma onda atinge a
mesma fase em uma determinada distancia de propagacéao (expresséo 3). Mas na
pratica, ele é calculado utilizando-se a expressao (4):
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onde k£ € o numero de onda, e 4 € o comprimento de onda.

3.3.2. Técnicas Espectroscopicas

Chama-se de espectroscopia qualquer técnica de anadlise que utiliza a
interagdo da radiagdo eletromagnética com a matéria para obter informagdes
fisicas e quimicas sobre o material analisado. As técnicas espectroscopicas sao
divididas em espectroscopia de emissdo e de absor¢cdo. Na espectroscopia de
emissao, ocorre a excitacdo dos atomos do alvo do material estudado por meios
térmicos e eletréonicos. Quando os atomos decaem de volta ao estado estavel,
emitem a energia que haviam absorvido em forma de ondas eletromagnéticas,
sendo a energia emitida utilizada para a analise do material. A FIG. 9 apresenta
um esquema do funcionamento da técnica de espectroscopia por emissao. Na
espectroscopia de absor¢cdo, a substancia analisada € posicionada entre o
detector e uma fonte de energia que emite a radiagdo eletromagnética com o
comprimento de onda desejado. A analise é feita comparando-se a radiagéo
transmitida ou refletida pela amostra, com a radiacdo da fonte, conforme
esquematizado na FIG. 10*.

0000 | 00000 O000O0
00000 | 00000 | OO0O000
C0000 | 00000 | OO0O00O0
Q0000 | 00000 | O0000
00000 | 00000 | OO0000
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FIGURA 9 — Espectroscopia de emissao

Transmissdo

Amostra

Fonte Detector

Radiacdo Transmitida

Radiacdo Incidente | '

Reflexdo A
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Radia¢do Incidente I

Radiacao Refletida

Detector

FIGURA 10 — Espectroscopia de absorgéo por transmissao e reflexao.

A escolha da técnica espectroscépica depende do material ou substancia
que se deseja analisar, da informagdo que se pretende obter, e da radiagéo
eletromagnética utilizada. Quando se trata de compostos organicos a
espectroscopia de absorcao da radiagdo no infravermelho é a mais adequada,
pois existe uma ampla gama de compostos que apresentam bandas de

absorgao*>4e.

O processo de absorgéo ocorre quando a frequéncia da radiagao incidente
€ a mesma que a frequéncia de vibracdo molecular. As moléculas e atomos que
compde um material ndo sido estaticos; possuem uma frequéncia natural de
vibracdo (FIG. 11). Quando a vibracdo molecular origina uma mudanga no
momento dipolo da molécula, surge um campo elétrico. Se a radiagdo
eletromagnética tiver a mesma frequéncia da vibragdo molecular, o campo elétrico
que compde a radiagao incidente interage com o campo elétrico originado pela

mudanga de momento dipolo, e ocorre uma transferéncia de energia (absorgdo)®.



Ne” N~

Symmetric stretching  Asymmetric stretching

{(Estiramento Simétrico) (Estiramento Assimétrico)
e -— E— E—
Deformation/Scissoring Rocking
(Tesoura) (Balanco)
+ + + -
Waaain Twisting
(Sagugdida% (Torcao)

FIGURA 11 — Modos de vibragdo molecular
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Pode-se calcular a frequéncia de vibragdo de uma molécula utilizando-se a

expressao (5):

V= (6)

onde: v € a frequéncia vibracional, k a constante de ligagdo quimica (uma medida

da rigidez), e 1 a massa reduzida, dada por:

onde m;, ms, m, S80 as massas dos n atomos que formam a molécula'®.

mm,...nm,

(7)

m +m,+..+m,

A radiagdo infravermelha ndo possui energia suficiente para que sua

absorcao alterar o nivel energético da molécula®®, e por isso a técnica

espectroscopica utilizada é de absorgéo (FIG. 10), sendo que o sinal analisado
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sera o transmitido ou o refletido, a depender do equipamento utilizado e do

material analisado.
3.3.3. ATR-FTIR

Desde os anos 80, quando a tecnologia permitiu um avango dos
equipamentos de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), o uso dessa técnica vem crescendo. Em comparagdo com os demais
equipamentos espectroscépicos existentes, os espectrometros com transformada
de Fourier apresentam uma série de vantagens como: melhor relagao sinal-ruido,

maior velocidade de coleta dos dados, e maior resolugao™.

Os componentes basicos de um equipamento de espectroscopia FTIR sao
apresentados na FIG. 12. A radiacdo proveniente de uma fonte passa por um
interferbmetro antes de atingir a amostra. A radiagdo refletida ou transmitida
(dependendo do equipamento) atinge o detector. O sinal passa por um
amplificador, convertido em sinal analdgico, e é enviado para um computador,

onde a transformada de Fourier é aplicada®’.

-* Interferémetro *- Detector =~ Amplificador  Conversor  Computador

FIGURA 12 — Componentes basicos de um equipamento de espectroscopia FTIR

A maioria dos equipamentos FTIR utiliza o interferémetro de Michelson
(FIG. 13) ou interferébmetros com variagées do modelo Michelson. Ele consiste em
dois espelhos planos perpendiculares um ao outro, um fixo e outro movel, e um
espelho semi-reflexivo (beamsplitter) posicionado na bissetriz dos espelhos, que
permite a passagem apenas de uma parcela do feixe. Uma fonte de radiagéo
emite um feixe colimado de comprimento de onda A, ao passar pelo beamsplitter
o feixe € 50% transmitido para um dos espelhos e 50% refletido para o outro
espelho. Os dois espelhos refletem o feixe de volta ao beamsplitter, onde eles sdo
recombinados, e o “novo” feixe incide na amostra. Apds passar pela primeira vez
no beamsplitter cada parcela do feixe inicial percorre um caminho 6ptico diferente,

visto que a distancia do espelho movel ao beamsplitter varia. Portanto, existe uma
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diferenca de fase entre as por¢des do feixe quando elas se reencontram no
beamsplitter. Dependendo desta diferenga, a interacado entre as parcelas do feixe

podem ser construtivas ou destrutivas®’.

Espalho fixg
—
Esprdha vl
Faonte IR |
Divisor i
da oo
Bl Amosta
Defmcior /7~
! | o— ' !
| {53
- |
o |

FIGURA 13 — Interferdmetro de Michelson*®

A FIG 13(i) mostra o resultado do interferograma de Michelson para uma
fonte monocromatica. O irterferograma € um grafico da intensidade que chega ao
detector pela posi¢ao do espelho movel. Quando a posi¢cédo do espelho é tal que a
diferenca de fase das parcelas do feixe é n4, sendo n um numero inteiro, entdo a
interferéncia da onda é construtiva; se o fator de multiplicagdo do A nao for inteiro
a interferéncia é destrutiva. A FIG 14(ii) apresenta um interferograma no caso de
uma fonte de radiagdo policromatica, ou seja, com mais de um comprimento de
onda.
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FIGURA 14 — Interferograma: (i) fonte monocromatica; (ii) fonte policromatica.*’

Normalmente existem dois interferbmetros nos equipamentos: um para
formar o feixe que vai incidir na amostra e outro para criar o feixe de referéncia,

com o qual a radiagao refletida ou transmitida pela amostra vai ser comparada®’.

Uma vez obtido o interferograma da amostra, utiliza-se a transformada de
Fourier para obter o seu espectro. De forma superficial, pode-se dizer que
sabemos como a intensidade do feixe varia com a diferenga de caminho o6ptico
(expressao 8). Aplicando-se a transformada de Fourier passamos a conhecer
como essa intensidade varia com o numero de onda (expressao 9):

1(5) = TB(k) cos(27kS)dk (8)

B(k) = T[(é) cos27S)dS (9)

onde /(9 é a equagdo que descreve a intensidade que incide no detector em

funcdo da diferenga de caminho 6ptico (), £k 0 numero de onda, B(k) a equagao
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que descreve a intensidade que incide no detector em funcdo do numero de

onda*’.

A técnica reflexao total atenuada (ATR) possibilita a obtengédo de espectros
qualitativos e quantitativos de amostras sélidas independente de sua espessura’.
A técnica consiste na reflexdo de um feixe que passa de um meio menos denso
para um meio mais denso. Entretanto uma pequena parcela da radiagao incidente
penetra poucos micrometros no meio, e pode ser absorvida (FIG. 15). Essa
radiacdo que penetra no material € chamada de onda evanescente. O meio onde
o feixe se propaga inicialmente € composto por um material de alto indice de
refracdo, pode ser um cristal de diamante, ZnSe ou Ge. A proporgao de feixe
refletido varia com o angulo de incidéncia, havendo um angulo critico onde a
reflexdo é total, que depende do elemento de reflexdo (o cristal). Com a absorg¢ao
da radiagdo que penetrou na amostra o feixe refletido tem sua intensidade

atenuada, e assim consegue se identificar as bandas de absorgao'>*>*’.

AMOSTRA

CRISTAL
FONTE DETECTOR

FIGURA 15 - ATR-FTIR

A profundidade da penetragdo depende do comprimento de onda do feixe
(1), do angulo de incidéncia deste com a amostra (), e do indice de refracdo do

cristal do equipamento (n,) e do material analisado (n;), que se relacionam por :

J - Aln, (10)

V4 1

27[sin 6 — (n, / n,)*1?
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onde d, € a profundidade de penetracao*’. A FIG. 16 apresenta o grafico da
profundidade de penetragao do feixe do ATR-FTIR utilizado em amostras de osso.
Considerou-se um diamante de indice de refragdo de 2,42%°, e a amostra de osso
com indice de refracdo de 1,55. O angulo de incidéncia foi considerado como
45°% e o comprimento de onda foi variado de acordo com os valores utilizados

neste estudo.

0,005 4
0,004 +
0,003 H

0,002

Profundidade de Penetragao (cm)

0,001 +

0,000 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
N2 de Onda (cm™)

FIGURA 16 — Profundidade de penetragao do feixe do ATR-FTIR em amostras
de 0sso no intervalo de numero de onda estudado.

3.4. Espectroscopia FTIR na analise de tecidos biolégicos mineralizados

As possibilidades de uso da espectroscopia FTIR sdo vastas, sendo
utilizada: no estudo das propriedades quimicas de diversos materiais®®, no
diagndstico de cancer e outras patologias, no combate ao narcotrafico®, e na
otimizac&do do processo de fabricacdes de alimentos®. Nos tecidos mineralizados,
o efeito da irradiacdo com diferentes densidades de energia foi estudado para o

53,16

esmalte dental e dentina ™, visando a utilizagdo do laser na prevengao a carie.

Também foram realizados estudos para verificar as mudangas quimicas e
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estruturais que o aumento de temperatura provoca em hidroxiapatita sintética e no

esmalte®**.

Para o tecido 6sseo, foram realizados estudos na diferenciacao de tecidos
saudaveis e cancerigenos, na analise das modificagbes causadas com o
envelhecimento do osso?', no estudo da osteoporose', e também na
caracterizagao de tecido 6sseo irradiado. Nesses ultimos, foi possivel observar a
perda de compostos organicos'. Entretanto, ndo foi estudada a irradiagdo com
diferentes densidades de energia, como proposto neste trabalho.

A utilizacido da espectroscopia FTIR para verificar as alteragcdes quimicas e
estruturais promovidas por irradiacéo laser em diferentes densidades de energia
no esmalte e dentina mostrou-se capaz de detectar uma diminuicdo dos
compostos organicos com o aumento de densidade de energia®. Estudos
utilizando a técnica na analise de esmalte dental apds aquecimento em forno
mostram resultados semelhantes'®; um indicativo de que as alteracdes causadas

na irradiacéo sdo devido ao aumento de temperatura sofrido pela amostra®.
3.4.1. Bandas de Absorgao
Um espectro obtido por espectroscopia ATR-FTIR é apresentado na

FIG.17. Na TAB. 2 a TAB. 5 sdo apresentadas as bandas vibracionais na regiao

do infravermelho para os componentes do 0sso.
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FIGURA 17 — Espectro de osso nao irradiado obtido em um equipamento ATR-

FTIR



TABELA 2 — Bandas de absorcdo associadas ao fosfato (PO4>) presente em

esmalte, dentina e osso

42,54,55.

Frequéncia de vibragao

Vibragao aproximada (cm™)
Esmalte Dentina Osso
Deformacao
angular 471
o 471 470
simétrica no 470/467
plano (v2)
~ 563
Deformacao 561
603 600
angular 602
. 755 560
assimeétrica no 582
| (v 620 606 575
ano (v
g ) 559
1020
. 1100
Estiramento 1028
1280-950 1110
assimétrico (vs) 1008
1125
1145
V1 950-1000 470/467 960

35
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TABELA 3 — Bandas de absorcdo associadas ao carbonato (COs%) presente em

esmalte, dentina e osso

21,53,54,56

Frequéncia de vibragao

Vibragao aproximada (cm™)
Esmalte | Dentina Osso
Deformacao
868/866
angular
. 873/880 872 871
assimétrica no
8771879
plano (v2)
1410 1417
1415
, 1452 1441
Estiramento 1460
_ _ 1509 1460
assimeétrico (vs) 1480
1547 1476
1543
1540 1538
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TABELA 4 — Bandas de absorgéo associadas na regidao espectral de 4000 - 2500

cm’ em esmalte, dentina e osso

2,42,54,57,58

Frequéncia de vibragao

Composto Vibragao aproximada (cm™)
Esmalte Dentina Osso
OH estrutural libracéo 635 749 -
Deformacao
angular
H,O adsorvida . 1638 1648 -
assimétrica fora
do plano (v2)
Estiramento
H2O adsorvida o 3448 -
simétrico
OH estrutural Estiramento 3569 3580 -
H,O ou Amida A vi+2v) - 3318 -
H->O vi+2vs - 3200 -
H.O V3 - 3410 -
Amida B - 3066 -
- 2961 -
C-H estiramento - 2931 -
- 2875 -
3600-2400
3500-3300
Grupo OH - -
3500-2500
1620




TABELA 5 — Bandas de absorgéo associadas na regido espectral de 1750 - 1180

cm’ em esmalte, dentina e osso

2,42,54,57,58

Frequéncia de vibragao

Composto Vibragao aproximada (cm™)
Esmalte Dentina Osso
1320-1190
Amida Il 1236 1224
1300-1200
Carbonato+Amida |l 1395 1393 1550
N-H 1443 1442 1560-1510
C-N 1534 1540 1580-1480
] 1650
Agua+Amida | 1634 1700-1550
1680-1620
C=0 1650
1680-1600
1338/1335 1334/1342
Estrutura do
- 1288/1281 1276
Colageno
1204/1201 1204
CHs abano - 1315 -
CONH (amida 111) -
1238/1233
CN Estiramento - 1245/1234 (L)
1240
NH Deformacao
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparagao das amostras

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal do
IPEN — CNEN/SP (n°. 6/CEPA-IPEN/SP).

As amostras foram obtidas da tibia de dois coelhos adultos, machos, da
raca New Zealand, adquiridos do Biotério da Faculdade de Medicina da USP.
Ap06s o sacrificio (utilizando quetamina e xilazina em dose letais), os ossos foram
seccionados ao meio, a medula éssea retirada, e as partes cortadas em pedacgos
de aproximadamente 10 X 15 mm utilizando-se o motor odontolégico de alta
rotagdo com uma ponta diamantada (endo Z — 21mm).

Cada pedaco de osso obtido foi lixado utilizando lixas d’aguas de
numeragdo 1800, 2500, 4000, respectivamente, tomando-se o cuidado de
movimenta-los em movimentos formando um oito, para ndo criar marcas. Ambos
os lados foram lixados, uma vez que a regido do peridésteo (regido externa do
0Ss0) é convexa e a regido do enddsteo, (vizinha ao canal medular) é céncava e
bastante irregular. Portanto, no processo de lixamento, as amostras foram
planificadas até atingir a espessura de aproximadamente 100um, espessura esta
determina em um dos estudos pilotos por permitir um maior contato da amostra

com o cristal do ATR, devido a flexibilidade de amostras com esta espessura.

O processo de lixamento diminui as dimensdes das amostras devido ao
desgaste das extremidades, sendo que ao final do processo, as amostras tinham
a dimensédo de 8x5 mm, com espessura de 100 um e tolerancia de 10%. As
amostras foram mantidas em ambiente refrigerado em meio umido para nao
perderem suas caracteristicas naturais. A FIG. 18 ilustra o processo de
preparagao de amostras.
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FIGURA 18 — Preparacao das amostras.

No total foram utilizadas 19 amostras, divididas conforme os tipos de

estudos que foram realizados (TAB. 6).

TABELA 6 — Divisdo conforme o estudo realizado das 22 amostras.

N2 de amostras

Estudo realizado

Determinac&o das melhores

1

condicdes do espectrometro ATR-FTIR
3 Estudo do osso ndo irradiado
15 Estudo da irradiagdo com diferentes

densidades de energia

4.2. ATR-FTIR

O espectrometro utilizado foi um acessorio de Reflexdo Total Atenuada -

ATR (Smart Orbit, Thermo, EUA) acoplado a um espectrdmetro no infravermelho

por transformada de Fourier - FTIR (Nicolet 6700, Thermo Inc., EUA), ambos

apresentados na FIG. 19.
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FIGURA 19 — ATR-FTIR

O equipamento trabalha em ambiente de temperatura e umidade
controladas em 17 °C e 40%, respectivamente, para evitar que estes fatores

influenciem na obtencao dos espectros.

O ATR utilizado tem como elemento de reflexdo interna um cristal de
diamante com indice de refragdo de 2,40, sendo 38,8° menor angulo permitido
para a incidéncia do feixe.

O espectrometro utilizado permite a caracterizagdo de varios tipos de
materiais em diferentes estados. Para a otimizacdo dos espectros das amostras
estudadas foram definidos os parametros do equipamento, como tipo de detector,

resolugao e numero de varreduras.

O software utilizado na aquisicdo dos espectros foi o software OMINIC. Os
espectros foram salvos em formato CSV e analisados no software Origin 8.0
(Origin ®, Northampton, MA, USA).
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4.3. Determinagao dos parametros do ATR-FTIR

Antes da analise das amostras n&o irradiadas (controle) e irradiadas com
diferentes densidades de energia, uma amostra de osso n&o irradiado foi utilizada
para a determinacido dos melhores parametros do equipamento para o tipo de

analise realizada, descritos a seguir.
4.3.1. Detector e Beamsplitter

Os primeiros parametros a serem definidos sao o detector e o beamsplitter
que serao utilizados. Os fatores que se deve levar em consideragdo para a
escolha sdo: a compatibilidade entre os sistemas e a faixa espectral de interesse.
A compatibilidade se da quando o sinal do detector € intenso o suficiente para
permitir que o beamspliter seja alinhado.

O manual do espectrémetro Nicolet 6700 apresenta uma tabela sobre a
compatibilidade dos diferentes detectores e beamsplitters e uma tabela com as

faixas espectrais compativeis com a combinag&o dos equipamentos.

A cominacdo beamsplitter XT-KBr e detector DTGS TEC permite a
realizagdo de analises na faixa espectral de 11000 - 375 cm™, dependendo da
fonte utilizada. Como a faixa espectral de interesse é 4500 - 525 cm™, ou seja, na
regido do infravermelho médio, optou-se por utilizar essa combinagéo, indicada

como a melhor para a analise na faixa espectral de interesse.
4.3.2. Abertura

O parametro ‘abertura’, que o equipamento permite modificar, refere-se ao
diametro da abertura por onde passa o feixe laser que atinge a amostra e € uma
forma de controlar a intensidade deste feixe. Em geral quanto maior a abertura,
melhor a relagdo sinal ruido, sendo que uma abertura menor melhora a acuracia e
estabilidade, sendo normalmente utilizada para experimentos que precisam de

alta resolucgao.
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Os detectores do tipo DTGS, como utilizado neste experimento, sao
capazes de suportar altas energias e por isso € possivel utilizar uma grande
abertura. O tamanho da abertura no equipamento utilizado pode variar de 0 a 150,
sendo este um parametro de controle, sendo que o tamanho de abertura
recomendado pelo fabricante quanto se utiliza detectores do tipo DTGS € 100. Os
espectros obtidos com a resolugdo recomendada possuem a qualidade de sinal
suficiente para a identificacdo das bandas.

4.3.3. Resolugao

A resolugcdo do equipamento determina quao proximos dois picos podem
estar entre si e ainda assim serem identificados como dois picos independentes.
Quanto menor o valor da resolu¢do, melhor definida é a posigdo dos picos.

Assim como o numero de varreduras e a velocidade do espelho, a
resolugao afeta o tempo de coleta do espectro, sendo recomendado aumentar a
resolugdo o suficiente para diferenciar os picos de interesse, uma vez que
aumentar a resolucdo mais que o necessario nao promove nenhuma informacao

adicional e pode aumentar o ruido do espectro.

Normalmente, para amostras liquidas e solidas utilizam-se resolugdes de
nimero de onda de 8 cm' a 4 cm”, e para amostras gasosas, resolugoes
menores que 2 cm™'. O background e o espectro das amostras devem ser sempre
coletados utilizando-se a mesma resolugédo, sendo o background o espectro de
absorgcdo do ambiente.

Para determinar a melhor resolu¢ao para amostras de tecido mineralizados
com aproximadamente 100um de espessura, foram realizadas seis medidas
independentes de uma mesma amostra de osso de tibia, sendo os espectros
obtidos variando-se a resolugdo e mantendo-se o0s demais parametros

constantes, a saber: 80 varreduras e velocidade do espelho de 0,6329 cm/s.
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As resolugdes testadas sao apresentadas na TAB. 7. Para que a posigao
analisada da amostra ndo afetasse o espectro, os valores de resolugdo foram
comparados dois a dois, pois o equipamento permite retirar o background antes e
depois do espectro da amostra. Desta forma, no primeiro valor de resolucéo
estudado, o background foi obtido antes do espectro da amostra, e no segundo
valor, o background foi obtido depois. Assim os dois espectros foram obtidos sem
a amostra ser movida, garantindo a analise da mesma regido para os dois valores
de resolugao. Portanto, na TAB. 7 as medidas 1 e 2 sdo referentes a uma mesma
regido da amostra, assim como as medidas 3 e 4, e as medidas 5 e 6. As
diferentes cores das linhas da tabela representam diferentes regides analisadas

em uma mesma amostra.

TABELA 7 — Parametros do FTIR utilizado na determinagdo da resolugédo. As
diferentes cores das linhas da tabela representam diferentes regides analisadas

em uma mesma amostra.

Medidas | Resolugédo (cm™)
8

D O B W N =
A B~ O O

2*

" a abertura teve que ser diminuida para 61, para restringir o feixe e ndo haver

risco de distorcer as bandas.

Os espectros obtidos foram sobrepostos para comparagdo, e assim foi
determinada qual resolugao apresentava melhor qualidade para as amostras de

0SSO0.
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4.3.4. Namero de varreduras

O numero de varreduras, como o proprio nome diz, determina quantas
varreduras serdo realizadas durante a aquisigdo do background e do espectro da
amostra. Quando mais de uma varredura é realizada, o sistema calcula a média
para o espectro final. Normalmente, aumentando-se o numero de varreduras

diminui-se o ruido, entretanto aumenta-se o tempo de aquisi¢cao de dados.

Como realizado na determinacdo da melhor resolugao, foram realizadas
seis medidas de uma mesma amostra variando-se o0 numero de varreduras
conforme apresentado na TAB. 8 e mantendo-se os demais parametros
constantes, a saber: resolucdo 4 cm™ e velocidade do espelho de 0,6329 cm/s.
Novamente, para que as diferencas das regides analisadas na amostra nao
afetassem os resultados, uma mesma regido da amostra foi analisada com
diferentes numeros de varreduras, conforme procedimento explicado na
determinagao da resolugao (segao 4.3.3). As diferentes cores das linhas da tabela

representam diferentes regides analisadas em uma mesma amostra.

TABELA 8 — Parametros do FTIR utilizado na otimizacdo do numero de
varreduras. As diferentes cores das linhas da tabela representam diferentes

regides analisadas em uma mesma amostra.

Medidas | Numero de varreduras
20
40
40
80
80
120

D O | W N =
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Para cada espectro obtido foi calculado individualmente o RMS (Root Mean
Square ou raiz quadratica média) do ruido, e a distancia pico a pico utilizando-se
o software de aquisicdo dos espectros OMINIC.

O RMS é calculado utilizando-se a expressao (11):

(11)

onde S; € o valor esperado para o espectro, S; € o valor efetivo do sinal na i-ésima
medida, e n € o total de medidas realizadas. Ele representa a variagdo do sinal
em relagdo ao ajuste esperado, podendo ser comparado ao desvio padréo.

Quanto maior o seu valor mais ruidoso o espectro.

A distancia pico a pico é a diferenga do valor maximo e minimo de
absorbancia registrado, representando numericamente a qualidade do sinal.

Quanto maior o seu valor, mais bem definidos os picos.

O estudo da razdo entre a distancia pico a pico e o RMS nos fornece a
qualidade do sinal, sendo que quanto maior o valor desta razdo, melhor a
qualidade do espectro. A regido espectral normalmente utilizada para o calculo do
RMS é entre 2050-1950 cm™, devido & auséncia de bandas nesta regido, para
amostras de tecido 6sseo.

Como as energias para a irradiacdo laser utilizadas neste estudo
promovem ablag&o na superficie das amostras, estas se tornam irregulares, o que
acaba prejudicando a qualidade dos espectros obtidos, que ficam mais ruidosos.
Uma das possiveis solugcdes para este problema, que ndo afeta a comparagao
entre os espectros das amostras irradiadas com os das ndo irradiadas, é
aumentar o numero de varreduras para as amostras irradiadas. Logo, o
procedimento descrito foi repetido para uma amostra irradiada com densidade de
energia de 14,7 Jicm?, para que se pudesse obter o nimero ideal de varreduras

para uma amostra irradiada.
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4.3.5. Velocidade do espelho

O parametro velocidade determina a velocidade de movimentacdo do
espelho do interferémetro. O valor da velocidade é definido pelo tipo de detector,
pelas informagdes que se deseja obter e pelo tipo de amostra. Uma alta
velocidade consegue-se realizar um numero de varreduras maior em menos
tempo, entretanto isso pode aumentar o ruido do espectro. Para detectores tipo
DTGS como o utilizado nesse estudo, a velocidade usual é 0,6329 cm/s, sendo

este o valor utilizado na determinagdo dos demais parametros.

Para verificar se é possivel aumentar a velocidade de movimentagao do
espelho, coletamos de uma mesma regido da amostra dois espectros: um com a
velocidade usual de 0,6329 cm/s, e outro com uma velocidade mais rapida, de
0,9393 cm/s. Este valor foi selecionado por ser o primeiro valor de velocidade
maior que 0,6329 cm/s que o programa de aquisicdo dos espectros permite

selecionar.

Como realizado na determinagdo do numero de varreduras calculou-se o
valor da raz&o sinal ruido e determinou-se assim o espectro com melhor

qualidade.
4.4. Obtencao dos Espectros
4.4.1 Amostras nao irradiadas

Os espectros das trés amostras nao irradiadas foram obtidos e
comparados entre si. As bandas encontradas foram identificadas e suas posi¢des
comparadas com as descritas na literatura. As areas das bandas de cada
espectro foram calculadas e normalizadas pela respectiva area sob a banda do
fosfato (1300-900 cm™). A média e o desvio padrdo das areas normalizadas de
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cada banda para as trés amostras foram calculadas e posteriormente comparadas

com as areas das amostras irradiadas.

4.4.2. Amostras irradiadas com laser de Er,Cr:YSGG

O laser utilizado na irradiacdo das amostras foi o Er,Cr:YSGG (Waterlase
®, Biolaser — USA), pulsado e emitindo comprimento de onda de 2,78um
(FIG. 20). A entrega do feixe é realizada por uma fibra optica cristalina flexivel
(informagdes sobre composi¢ado sdo protegidas por patente) e uma peca de mao
que permite diversas opgdes de pontas de safira na saida do feixe. O sistema
também possui um jato d’agua e de ar para resfriar as amostras durante a
irradiagdo quando desejado. Outras caracteristicas do equipamento sao
apresentadas na TAB. 9.

TABELA 9 - Especificacbes Opticas do sistema laser

Classificacao Classe IV
Meio Er,Cr:YSGG
Comprimento de Onda 2,78um
Modo Pulsado
Taxa de repeticao fixa 20 Hz
Poténcia Média 00-6.0W
Energia do Pulso 0-300 mJ
Duragao do Pulso 140 — 150 ps
Diametro das pontas de
entrega 200 — 1200 ps
Divergéncia 8°
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FIGURA 20 — Laser de Er,Cr:YSGG
A ponta de saida utilizada no experimento foi a S75 (FIG. 21), com

diametro de 750um, e comprimento de 6 mm, segundo especificacbes do

fabricante.

b G4 575
g8
|

FIGURA 21 — Op¢des de pontas de safira para o acoplamento na peca de mao
do laser de Er,Cr:YSGG. A ponta utilizada neste estudo foi a S75

Durante a irradiagado a amostra foi deslocada por um translador motorizado
com precisdo de 0,5 um (ESP300, Newport Corparation, Invine, CA, EUA) para
que a irradiagcado fosse homogénea em toda sua superficie. A ponta do laser foi
posicionada a aproximadamente 1 mm das amostras. A velocidade e a distancia
entre as linhas de irradiagdo utilizadas foram 13 mm/s e 0,6 mm, respectivamente,
para evitar a sobreposicdo de pulsos. Esses valores foram calculados
considerando-se que a energia util do feixe corresponde a 86% do valor fornecido
pelo fabricante, pois como o perfil do feixe é gaussiano sua energia ndo é
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uniformemente distribuida, sendo mais intensa no centro do que nas bordas.

Durante a irradiagao as amostras nao foram irradiadas

A FIG. 22 mostra o posicionamento do laser e da amostra durante a
irradiagdo. Uma foto de uma amostra irradiada é apresentada na FIG. 23. Nota-se
claramente as crateras de ablagcéo causadas pelo laser

FIGURA 22 — Irradiagdo da amostra

\ mhj

FIGURA 23 — Amostra irradiada

As densidades utilizadas sao apresentadas na TAB. 10. Antes e depois das
irradiacoes a energia de saida do laser foi medida utilizando-se um medidor de
energia (power-energy meter — Fieldmaster, Coherent, CA, EUA), sendo
desprezada a poténcia média indicada no monitor do laser.

As 15 amostras foram divididas em cinco grupos com trés amostras
conforme a densidade de energia utilizada na irradiagéo, sendo o grupo 1 o grupo
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controle formado pelas trés amostras de 0sso nao irradiado. O diametro do feixe
laser considerado para o calculo da densidade de energia foi o didmetro da fibra
(750 pum), pois, apesar da energia ndao ser uniformemente distribuida, ela é

distribuida em toda area da fibra.

TABELA 10 — Grupos de estudo divididos conforme a densidade de energia com

a qual as amostras foram irradiadas.

Grupo |Fluéncia (J/cm?)
1 0

2,7

5,7

8,1

12,2

14,7

| O A WON

As areas das bandas de interesse de cada uma das trés amostras dos seis
grupos de estudo foram calculadas. As posi¢des e larguras das bandas também
foram medidas. Para a comparagao entre os grupos foi considerado o valor da
média e do desvio padrédo das trés amostras dos grupos. A estatistica utilizada foi
ANOVA, com 0,05 de significancia. A identificagéo foi feita com base da na TAB.
2, TAB. 3, TAB. 4 e TAB. 5 (segao 3.4.1), que apresentam as posi¢cdes das
bandas de absor¢cdo dos componentes do tecido 6sseo e seu modos de vibragéo.

4.5. Estudo das formas de analise dos espectros

4.5.1. Identificagcao das Bandas

Os espectros de uma amostra nao irradiada (controle) foram estudados

para que as bandas encontradas fossem identificadas, e pudéssemos definir a
melhor forma de analise dos espectros.
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4.5.2. Reprodutibilidade do Espectro

O o0sso, assim como a maior parte dos materiais bioldgicos, ndo é
totalmente homogéneo, podendo haver significativas diferengas de composigéao
de uma regido para outra da amostra. Assim, para uma caracterizagéo precisa do
0SS0 € necessario verificar a reprodutibilidade de um espectro, para sabermos as
limitagdes da técnica.

A reprodutibilidade dos espectros foi verificada obtendo-se seis espectros
de uma mesma amostra de osso nao irradiado. Estes espectros foram obtidos de
trés regides diferentes da amostra, uma vez que, repetindo o procedimento
descrito anteriormente, dois espectros foram retirados sem que a amostra
sofresse qualquer alteracdo em sua posicdo. Sem qualquer tratamento
matematico, os espectros obtidos foram comparados: primeiramente regido a

regiao, e depois todos juntos.
4.5.3. Normalizagao dos Espectros

Para a realizacdo de uma analise semiquantitativa é necessaria a
normalizagao dos espectros. Portanto, trés espectros de uma mesma amostra de
0SS0 néo irradiado foram comparados quando normalizados de diferentes modos:
pela intensidade da banda do fosfato (1300-900 cm™); pela area sob a banda do

fosfato (1300-900 cm™); e normalizados pela area total do espectro.
4.5.4. Definicao das posi¢coes das bandas

Verificou-se a possibilidade de se utilizar o método da segunda derivada
para determinar a posi¢ao das bandas com maior precisdo. Conforme ilustrado na
FIG. 24, a segunda derivada do espectro fornece um pico negativo no espectro de
absorcao para cada banda. As vantagens e praticidade do método ficam mais
evidentes em espectros complexos (FIG. 25)
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FIGURA 24 — Exemplo da segunda derivada de uma banda: (A) banda de
absorc¢ao; (B) primeira derivada; (C) segunda derivada.
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FIGURA 25 - Exemplo das derivadas de um espectro: (A) espectro original; (B)
primeira derivada; (C) segunda derivada.

4.5.5. Calculo da area das bandas

A maior dificuldade no calculo das areas das bandas ocorre devido a
sobreposi¢cao das mesmas, o que torna dificil saber onde comecga e termina a
area de uma banda. Foram testados dois métodos para o calculo das areas das
bandas: por ajustes de gaussianas; e por integracdo apoés tragar o baseline.
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O método do ajuste de gaussianas supde que as bandas s&o descritas
como curvas gaussianas. Logo, a sobreposicdo das bandas resulta da
sobreposicdo de duas ou mais gaussianas. Portanto, basta encontrar as
gaussianas que sobrepostas descrevem o espectro para determinar a
contribuicdo de cada componente na sobreposi¢cdo. O método € melhor entendido
observando-se a FIG. 26. A area sob a banda corresponde a area sob a

respectiva curva gaussiana.

Absorbancia

Numero de Onda

FIGURA 26- Exemplo de ajuste de Gaussianas em bandas sobrepostas.

A principal vantagem deste método € que ele permite uma analise

guantitativa dos componentes das amostras.

No método de integragao, primeiramente € tracado a baseline das bandas
de interesse (FIG. 27A). Em seguida é realizada a subtragdo deste ajuste, o que
faz com que as bandas de interesse tenham sua base coincidente com o zero do
eixo das ordenadas (FIG 27B), e com isso a area sob a banda pode ser obtida

calculando-se a integral da banda (area sob a curva).
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FIGURA 27 — Método de integragao: (A) baseline de trés bandas da regido das
amidas; (B) bandas apds subtragcédo do baseline

Este método apresenta como desvantagens a perda de informagdes sobre
a banda, ja que ndo é calculada sua area total, mas sim apenas uma parte da
area sob a banda, que se destaca nas sobreposi¢cdes. Por este motivo, o método

s6 permite analises semiquantitativas.

4.5.6. Método estatistico

As analises foram realizadas utilizando o software Origin 8.0. Os dados
analisados foram as areas sob as bandas dos diferentes grupos para cada
componente 0sseo estudado.

Optou-se por utilizar a analise de variancias (ANOVA) com 5% de
significancia. Para isso, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk, e a igualdade entre as variancias com o teste de Levenell, ambos
com 5% de significancia. A independéncia dos dados foi garantida pela forma
como o experimento foi elaborado. A comparagao entre os valores das meédias
das areas de cada grupo foi realizada pelo teste de Tukey com significancia de
5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros do ATR-FTIR

5.1.1. Resolugao

Os espectros obtidos de uma mesma regido com diferentes resolu¢des séo
apresentados na FIG. 27, FIG. 28, e FIG. 29.

0,30

0,25

0,20

0,15

Absorbancia

0,10

0,05

! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
N° de Onda (cm™)

FIGURA 27 — Espectros obtidos com resolucdo de 8 cm™ e 6 cm™ para uma

mesma regido da amostra nao irradiada.

Na FIG. 27 verifica-se que nao houve diferengcas expressivas entre as
bandas encontradas, nem na qualidade dos espectros quando obtidos com
resolugdo de 8 cm™ ou 6 cm™. Portanto, pela FIG. 27 a resolugdo de 6 cm™ é a

mais adequada, visto que é a mais precisa.
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FIG. 28 — Espectros obtidos com resolucdo de 6 cm™ e 4cm™ para uma mesma

regido da amostra nao irradiada da FIG. 27.

Na FIG. 28 verifica-se que ao aumentar a resolugdo do equipamento para
4 cm’', embora mais ruido fosse esperado, ndo perdeu-se qualidade de sinal

quando comparado com o espectro obtido com a resolugdo de 6 cm™.
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FIGURA 29 — Espectros obtidos com resolucdo de 4 cm™ e 2cm™ para uma

mesma regido da amostra ndo irradiada da FIG. 27 e FIG. 28.

A FIG. 29 mostra um espectro obtido com resolugéo de 2 cm™, que apesar
de mais precisa, faz com que o espectro obtido seja ruidoso quando comparado
com o espectro obtido com uma resolucdo de 4 cm”. O ruido no espectro
prejudica a analise, pois dificulta determinar a posi¢do das bandas, oculta bandas
de baixa intensidade, além de aumentar a imprecisdo das areas sob as bandas.
Portanto, a resolucdo de 2 cm™' n3o é adequada para as amostras de analisadas

neste experimento.

Verificou-se nas FIG. 27 e FIG. 28, que entre as resolugdes de 8 cm™,
6 cm™ e 4 cm™ ndo ha diferengas expressivas entre os espectros, portanto a
melhor resolucdo foi a de 4cm”, por ser a mais precisa, dentre as que

apresentaram espectros com boa qualidade de sinal.
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5.1.2. Numero de varreduras

Os valores de RMS, distancia pico a pico assim como a razao entre eles
para os espectros das amostras nao irradiadas sdo apresentados na TAB. 12. As
diferentes cores das linhas da tabela representam diferentes regides analisadas
em uma mesma amostra, sendo que em negrito € destacado o resultado de

melhor relagdo sinal/ruido para cada regiéo.

TABELA 12 — Valores de RMS, distancia pico a pico e razao entre eles para cada
espectro da amostra nao irradiada. As diferentes cores das linhas da tabela
representam diferentes regides analisadas em uma mesma amostra, sendo que

em negrito é enfatizado o resultado de melhor qualidade para cada regiao.

Numero de Distancia
Medidas RMS Razao
varreduras pico a pico
1 40 0,0018552 0,0085124 4,59
2 80 0,0012500 0,0058650 4,69
3 80 0,0012544 0,0057768 4,61
4 120 0,0011982 0,0055640 4,64

Conforme o esperado, quando observamos os espectros correspondentes

a uma mesma regido, o obtido com maior numero de varreduras sempre
apresentou melhor qualidade, ou seja, maior valor da razdo da distancia pico a
pico pelo RMS. Entretanto essa diferenca € mais notoria quando comparamos a
qualidade do espectro obtido com 20 e 40 varreduras, visto que a diferenga entre
as razdes obtidas € de quase 16%. Nos demais casos a diferengas entre as
razbes nao foram superiores a 3%, sendo de 2,3% quando comparamos o
espectro obtido com 40 e 80 varreduras, € menor que 1% quando foram
realizadas 80 e 120 varreduras. Portanto, para amostras de 0sso ndo irradiado,
40 varreduras sao o suficiente para obter um espectro com boa qualidade, ndo
sendo necessario aumentar o numero de varreduras e consequentemente o

tempo de aquisicao.
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Na TAB. 13 séo apresentados os valores de RMS, distancia pico a pico e a
razdes entre eles obtidos para os espectros das amostras irradiadas, obtidos com

diferentes numeros de varreduras.

TABELA 13 — Valores de RMS, distancia pico a pico e razao entre eles para cada
espectro da amostra irradiada. As diferentes cores das linhas da tabela
representam diferentes regides analisadas em uma mesma amostra, sendo que

em negrito é enfatizado o resultado de melhor qualidade para cada regiao.

Numero de Distancia
Medida RMS Razao
varreduras pico a pico
1 40 0,0013199 0,0056650 4,29
2 80 0,0013124 0,0055753 4,25
3 80 0,0016405 0,0084099 5,13
4 120 0,0010287 0,0053074 5,16

Para as amostras irradiadas, nao foi observada nenhuma diferenga de sinal
relevante entre os diferentes numeros de varreduras testadas, sendo a diferenga
da qualidade de sinal obtida com 120 e 80 varreduras € menor que 1%, e entre 40
e 80 varreduras de 1%. Apesar ser esperado que o espectro obtido com 80
varreduras tivesse melhor qualidade do que o com 40 varreduras isso nao foi
observado, entretanto, como a diferenca entre eles € pequena, este fato nao
indica uma melhor qualidade do espectro obtido com 40 varreduras, mas sim que
nao ha diferenca entre a qualidade dos espectros.

Diferentemente do que se esperava, ndo € necessario aumentar o numero
de varreduras para as amostras irradiadas, visto que o espectro obtido com 40
varreduras tem praticamente a mesma qualidade que o obtido com 80 e 120

varreduras.
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5.1.3. Velocidade do espelho

Os valores de RMS, distancia pico a pico e sua razdo obtidos para os
espectros obtidos com a velocidade do espelho ajusta em 0,6329 cm/s e
0,9494 cm/s sao apresentados na TAB. 14. Em negrito é enfatizado o resultado

de melhor qualidade.

TABELA 14 - Valores de RMS, distancia pico a pico e razdo entre eles para os
espectros obtidos com diferentes velocidades de movimentagdo do espelho.

Velocidade do Distancia
Medida RMS Razao
Espelho pico a pico
1 0,9494 0,0026054 0,0127727 4,90
2 0,6329 0,0012054 0,0065688 5,45

Verificou-se que, conforme o esperado, o espectro de melhor qualidade foi
o obtido quando o espelho foi movimentado com a velocidade de 0,6329 cm/s, ou
seja, com a menor velocidade, sendo a diferenga entre as razbes é maior que
10%. Portanto, na aquisicdo dos espectros o espelho do interferémetro foi
movimentado com velocidade de 0,6329 cm/s.

5.2. Identificacao das Bandas

Determinadas as melhores condi¢cbes para a aquisicao dos espectros, as
bandas encontradas para uma amostra de osso né&o irradiado foram identificadas.
A FIG. 30 apresenta um espectro de osso nao irradiado, a TAB. 15 apresenta a
posicao aproximada do pico das bandas encontradas.
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FIGURA 30 — Espectro encontrado para uma amostra de 0sso nao irradiado.
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TABELA 15 — Posigdo aproximada e identificagdo das bandas encontradas em
um espectro obtido de uma amostra de osso nao irradiado.

Posicao aproximada Componente Modos de Vibragao
da Banda (cm™)

3450 H.O adsorvida Estiramento simétrico
3300 H.O v1+2v;,
3212 H.O vit+2vy
3083 Amida B
2950 C-H Estiramento
2853 C-H Estiramento
1642 Amida | + H>O adsorvida -
1553 Amida Il + CO5” Estiramento assimétrico vs
1445 COs” Estiramento assimétrico v3
1409 CO5~ Estiramento assimétrico v;
1335 Colageno -
1283 Colageno -
1240 Amida IlI -
1203 Colageno -
1100 PO4> Estiramento assimétrico v3
1003 PO~ Estiramento assimétrico v3
957 PO, Vi
870 COs” Deformacgao assimétrica v
676 OH Libragao
595 PO,* Deformacgao assimétrica vy

Sao constatadas pequenas diferencas entre as posi¢cdes centrais das
bandas obtidas em relagao a posigao das bandas reportadas na literatura (TAB. 2,
TAB. 3, TAB. 4, TAB. 5) para os mesmos componentes. Entretanto, isso se deve

a diferencgas entre os equipamentos e técnicas estilizadas.

Da FIG. 31 a FIG. 35 s&o apresentados o espectro na amostra de ossos

nao irradiado em diferentes regides, com destaque para as bandas encontradas.
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Na FIG. 31 observa-se a regido espectral de 4000 cm™ a 2500 cm™, regido
que corresponde aos modos de vibragdo da molécula de agua, do estiramento C-
H, como apresentado na TAB. 4, segéo 3.4.1. Existe uma unica grande banda na
regido, formada pela sobreposicéo das bandas de absor¢ao destes componentes.
E identificado um ‘ombro’ na regido espectral de 3500-3400 cm’', que pode ser
tanto da vibragdo v; da molécula de agua, quanto do estiramento da molécula O-
H, ou devido a sobreposicdo de ambos, ndo se pode afirmar, visto a incerteza na
posicao das bandas e a variacdo que ocorre entre os diferentes equipamentos
espectrdmetros. O centro da banda (em aproximadamente 3300 cm™), e a
primeira ‘ondulagdo’ a sua direita (em aproximadamente 3200 cm™), corresponde
a sobreposi¢cdo dos modos de vibragéo v4 e v, da molécula de agua. O primeiro
‘ombro’ do lado direito, localizado em aproximadamente 3080 cm™ corresponde
ao modo de vibragdo da Amida B, o os dois ‘ombros’ subsequentes em
aproximadamente 2950 cm” e 2850 cm™ corresponde ao estiramento da

molécula C-H.
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FIGURA 31 - Espectro de tibia ndo irradiada na regido espectral de 4000 cm
a 2500 cm™.

A FIG. 32 apresenta a regido espectral de 1750 cm™ a 1250 cm™, onde
estdo localizadas as bandas das amidas, agua, carbonato e colageno, como
apresentado na TAB. 5, secao 3.4.1. Novamente, percebemos que todas as
bandas estdo sobrepostas. A primeira banda, com centro préximo a 1640 cm™,
corresponde a sobreposi¢gdo da banda da agua com a banda da amida |, n&o
sendo possivel identificar a contribuicdo de cada componente na formacgao da
banda. O mesmo ocorre com a segunda banda observada, com centro em
aproximadamente 1550 cm™. Tanto a amida Il quanto o modo de vibracédo v4 do
carbonato possuem bandas de absor¢cado nesta posicdo, entdo nao foi possivel
saber a contribuigdo de cada componente na formacédo da banda. Em 1445 cm™'e
1405 cm™', aproximadamente, verifica-se os centro das bandas de absorcdo do
estiramento simétrico do carbonato e, em 1335 cm”, observa-se uma banda

referente ao colageno.
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FIGURA 32 - Espectro de tibia ndo irradiada na regiso espectral de 1750 cm™

a 1250 cm™.

Na FIG. 33, observa-se a regido espectral de 1300 cm™” a 1180 cm™". Nesta
regido ainda sao encontrados bandas do matriz organica do osso. As bandas com
posicdo central em aproximadamente 1280 cm™ e 1203 cm™ correspondem a
bandas de absorcdo da estrutura colagenas, e em 1240 cm™ é verifica a presenca

da banda de absorc¢éo referente a amida lll.
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FIGURA 33 — Espectro de tibia ndo irradiada na regido espectral de 1300 cm’’
a 1180 cm™.

Na FIG. 34 o espectro na regido de 1180 cm™ a 800 cm™ é apresentado.
Nesta regido se encontram a maioria das bandas de absor¢édo do fosfato, e no
caso do tecido Osseo € possivel identificar trés delas: com centros em
aproximadamente 1100 cm™ e 1003 cm™, correspondendo aos modos de
vibragdo vs, e em aproximadamente 960 cm™, correspondendo ao e ao modo de

vibragdo vy Também é possivel identificar uma banda com centro em 870 cm™,

referente ao modo de vibragao v, do carbonato.



0,5+

04

Absorbancia
o
w
1

0,2

0,1+

68

Fosfato (v,)

Fosfato (v,)

/

Carbonato (v,)

/

Fosfato (v,)

T y T y T y 1
1100 1000 900 800

N° de Onda (cm™)

FIGURA 34 — Espectro de tibia ndo irradiada na regido espectral de 1180 a

800 cm™.

A ultima parte da regido espectral é apresentada na FIG. 35, e vai de 850

cm' a 550 cm™. Nela é possivel identificar duas bandas: a libragdo OH", em

aproximadamente 670 cm”', e o modo de vibracdo vs; do fosfato, em

aproximadamente 595 cm™.



69

Fosfato (v,)

\

0,35

0,28 S

Absorbancia

0,21 . , . , . , . , . , . |
850 800 750 700 650 600 550

N°® de Onda (cm™)

FIGURA 35 — Espectro de tibia ndo irradiada na regido espectral de 850 a 550
1

cm .

No total, foram identificadas 20 bandas do espectro de uma amostra de

0sso néo irradiada, trés delas correspondendo a mais de um componente: em
aproximadamente 670 cm™, correspondendo ao estiramento O-H e/ou a vibragao
v3z da molécula de agua; em 1640 cm', correspondendo amida | e a vibracéo v»
da molécula de agua; e em 1640 cm™, correspondendo as bandas da amida |

com a vibragao v3; do carbonato.
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5.3. Estudo das formas de analise dos espectros

5.3.1. Reprodutibilidade do Espectro

Da FIG. 36 a FIG. 38 sdo apresentados dois espectros obtidos para trés

regides diferentes de uma mesma amostra.
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FIGURA 36 — Espectros obtidos da primeira regido de analise de uma amostra

Em uma analise visual a FIG. 36 observa-se que espectros obtidos de uma
mesma regido apresentam exatamente o mesmo padrdo, ou seja, mesmas
bandas nas mesmas posi¢des, variando pouco quanto a sua intensidade. Este
comportamento se repete para as outras duas regides analisadas, apresentadas
nas FIG. 37 e FIG. 38.
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FIGURA 37 — Espectros obtidos da segunda regido de analise de uma amostra
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FIGURA 38 — Espectros obtidos da terceira regiao de analise de uma amostra
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Na FIG. 39, é apresentado um espectro de cada regidao sem qualquer tipo
de tratamento nos dados. Nota-se que os trés espectros sdo semelhantes quanto
a posigao e forma das bandas, entretanto apesar dos espectros da regido 1 e 2
coincidirem quanto suas intensidades, isso ndo acontece para a regido 3, cujas
bandas apresentam intensidade mais baixa que as bandas correspondentes da

outras duas regides.
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FIGURA 39 — Espectros de regides diferentes da mesma amostra sem
normalizagao.

Os espectros da FIG. 39 sdao de uma mesma amostra de 0sso nao
irradiado, entretanto, uma analise comparativa entre seus espectros nos levaria a
conclusdo de que a regido 3 apresenta menor quantidade de componentes que as
outras duas regides, devido a diferenga de intensidade. Entretanto, essa diferenca
nao corresponde necessariamente a diferenca quantitativa entre os componentes
das amostras ou regides, podendo ter sido originada pela diferengca de contato da
amostra com o diamante na aquisicdo dos espectros, ou uma diferengca na
superficie da amostra, ou por qualquer outro motivo que possa ter influenciada
penetracdo do feixe na amostra, e consequentemente na intensidade do seu
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espectro. Portanto, para qualquer analise quantitativa, € necessario realizar uma

correcao dessa diferencga de intensidade por uma normalizagao dos espectros.
5.3.2. Normalizagao do espectro

E possivel normalizar os espectros de diversas maneiras, sendo que cada
tipo de amostra exige um tipo de normalizagdo. Para definir a melhor para
amostras de osso com aproximadamente 100 um de espessura estudou-se trés
possiveis formas de normalizagdo: (a) normalizagao pela intensidade da banda do
fosfato (1003 cm™), (b) pela area total dos espectros e (c) pela area sob a banda
do fosfato (1003 cm™).

A FIG. 40 mostra os espectros de trés regides da mesma amostra
normalizados pela intensidade da banda do fosfato (1003 cm™). Na FIG. 41 a
regido espectral de 1750 cm”' a 1180 cm' dos mesmos espectros sdo

apresentadas, para melhor visualizagao.
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FIGURA 40 — Espectros de trés regides diferentes da mesma amostra

normalizados pela intensidade da banda do fosfato.
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FIGURA 41 — Regiso espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™ (amidas) dos espectros
de trés regibes diferentes da mesma amostra normalizados pela

intensidade da banda do fosfato.

Na FI1G.40 verifica-se que a normalizacao pela intensidade do fosfato nao &
adequada, nédo corrigindo a intensidade, isso €, ndo deixando-as com a mesma
intensidade em todos os numeros de onda analisados. Este fato pode ser mais

bem observado quando verificamos a area sob a regido das amidas, FIG. 41.

Na FIG. 42 sao apresentados os espectros de trés regides de uma amostra
de osso néo irradiado normalizado pela area total do espectro. Na FIG. 43 é
apresenta a regido espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™ dos espectros da FIG. 42.
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FIGURA 42 - Espectros de trés regides diferentes da mesma amostra,
normalizados pela area total do espectro.
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FIGURA 43 — Regigo espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™’ (amidas) dos espectros
de trés regides diferentes da mesma amostra normalizados pela
area total do espectro.
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Como ocorreu com a normalizagao pela intensidade da banda do fosfato, a
normalizagao pela area total do espectro também n&o se mostrou adequada, pois
nao corrigiu as intensidades das bandas como pode ser visto nas FIG. 42 e FIG
43.

A FIG. 44 mostra os espectros de trés regides da mesma amostra
normalizados pela area sob a banda do fosfato (1003 cm™), sendo a regido
espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™' dos mesmos espectros apresentados na FIG.
41.
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FIGURA 44 — Espectros de trés regides diferentes da mesma amostra
normalizados pela area sob a banda do fosfato.
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FIGURA 45 — Regigo espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™’ (amidas) dos espectros

de trés regides diferentes da mesma amostra normalizados pela
area total do espectro.

Como os dois métodos de normalizacdo testados anteriormente, a
normalizagao pela area sob a banda do fosfato também ndo teve sucesso em
corrigir a diferencas entre as intensidades das bandas, como pode ser visto nas
FIG. 44 e FIG 45.

Comparando os métodos de normalizacéo verifica-se que teve sucesso em
corrigir as intensidades dos espectros como um todo, e portanto, ndo foi possivel
realizar uma analise quantitativa pela comparacdo direta entre os espectros,
sendo que, por uma comparacgao direta, as unicas caracteristicas que se pode
comparar sao a largura, posigéo e forma das bandas.

Para podermos realizar uma analise semi-quantitativa, a area de cada
banda sera calculada para cada espectro. A area sob a banda corresponde a
quantidade do componente ao qual ela se refere na amostra. Cada componente
tera sua area sob a banda normalizada pela area obtida da banda de um outro
componente especifico, do mesmo espectro, que nao sofre alteragdo com o

tratamento realizado nas amostras. Como foram estudados os efeitos a irradiagao
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com o laser de Er,Cr:-YSGG (que promove aumento de temperatura na amostra),
a normalizagao foi feita utilizando-se a area sob abanda do fosfato, pois este é o

componente do 0sso mais estavel quando ocorre aumento de temperatura >,

5.3.3. Determinagao da posi¢ao das bandas
Para verificar a aplicabilidade do método da segunda derivada na
identificacdo das posigbes das bandas do espectro, foi calcula a segunda

derivada do espectro de uma amostra de osso nao irradiado, apresentada na
FIG.46.
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FIGURA 46 — Segunda derivada do espectro de uma amostra de osso néo
irradiado.

Na FIG. 46 observa-se que o resultado da segunda derivada do espectro
de absorbancia € bastante ruidoso, ndo sendo facil identificar a posicdo das
bandas. Para tentar facilitar na identificacao das bandas na FIG. 47 é apresentada
a regido espectral de 1750 cm™ a 1180 cm”, correspondente a regido das
amidas, do grafico da segunda derivada.



79

0,0008

0,0004 - ﬁ | ‘ h

‘ ‘

i
H‘ M u ‘ | ‘ ‘ ‘ || \ ‘ [ i
I U M I \ ‘H A ‘H M
LA | \ H‘ I ”‘ \M m m\m“‘u \H‘m ) ;\ LAY u\w‘\““‘ A ““W i
\‘M [ M “‘\ v\,
‘ v /

H‘ i ‘HUM ‘\ v M‘ 0 M ‘
| H wJ !
” Il “M ‘ \Hu! | ‘\m 1l \‘ Ik I
\

d \MH |
[/, gl

A"\ N
|
W g,

I
h t H
|
‘H ‘H‘M“H‘

H
\“‘

0,0000

HJ

w»» i
u\

\‘M
I
d

\\‘
|

!

-0,0004

2% Derivada da Absorbancia

-0,0008 : .
1500

N2 de Onda (cm™)

FIGURA 47 — Regigo espectral de 1750 cm™ a 1180 cm™ da segunda derivada
do espectro de uma amostra de osso nao irradiado.

Mesmo restringindo a segunda derivada & regido espectral de 1750 cm™ a
1180 cm™, n&o foi possivel identificar a posigdo das bandas, pois ndo consegue
se diferenciar banda e de ruido. Portanto, ndo é possivel utilizar o0 método da
segunda derivada para localizar as bandas dos espectros de ossos obtidos neste
trabalho, e portanto foi utilizado o método convencional de buscar a posi¢cao
central da banda no préprio espectro.

5.3.4 Calculo da area sob as bandas

A FIG.48 apresentada os ajustes de gaussianas as bandas em diferentes
regides espectrais. Como anteriormente explicado, nesta técnica, tenta-se
encontrar as Gaussianas (em verde), cujas sobreposi¢des (em vermelho) melhor

descrevem a linha do espectro.
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FIGURA 48 — Ajuste de Gaussiana as bandas em diferentes regides espectrais:
(A) 4000-2500 cm™; (B) 1700-1180 cm™; (C) 1180-800 cm™; (D)
850-550 cm™.

Apesar de o ajuste gaussiano ser um método onde supostamente é
considerada toda area sob a banda, ele ndo € totalmente confiavel visto que os
parametros da gaussiana sao controlados pelo operador do programa. Outra
desvantagem e que em algumas bandas estdo sobrepostos mais modos de
vibragdo do que € possivel identificar. Um exemplo disso ocorre com a banda do
fosfato na regido espectral de 1152 — 890 cm™. A literatura reporta que existem
cinco bandas de vibragdo do fosfato sobrepostas nesta regido, entretanto,
observando o espectro obtido (FIG 48C) s6 é possivel identificar no maximo
quatro bandas, ou seja, a quinta banda tem sua area totalmente sobreposta as

demais bandas e por isso ndo é possivel ajustar uma curva gaussiana a ela.

Com esse fato, a grande vantagem do método € perdida, ja que ndo é
possivel se obter a area real da banda. Esse problema poderia ser contornado
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utilizando-se o método da segunda deriva na localizagdo das bandas, entretanto,
como visto anteriormente, ndo € possivel a utilizacdo deste método para os

espectros obtidos.

A outra técnica utilizada € apresentada na FIG. 49: primeiro traga-se o linha
de base (baseline) nas bandas cujas areas serao calculadas (FIG. 49A); subtrai-
se a baseline, para as bandas passarem a ter base no zero (FIG. 49B); depois

basta integrar as bandas para obter sua area.

(A) | (B) ©

Subtracted Y] Subtracted Y1

T T T
1200 1400 1600 1800 T r
, 1200 1400 1600 1800
Numero de Onda (cm) .

Numero de Onda (cm”)

FIGURA 49 — Calculo das areas pelo método de integragéo direta.

Com este método nao € calculado o valor real da area sob a banda, visto
que a regido onde as bandas se sobrepbéem €& desprezada, e, portanto uma
parcela da area sob a banda ndo é utilizada. Entretanto para uma analise

semiquantitativa, com areas normalizadas o resultado € satisfatorio.

5.4. Amostras irradiadas

Para comparar os espectros dos diferentes grupos de analise quanto a
forma e posi¢cado das bandas os espectros de uma amostra de cada grupo foram
sobrepostos em mesmo grafico (FIG. 50). Optou-se em n&o colocar os espectros
de todas as amostras em um mesmo grafico, pois isso dificultaria a visualizacéo,

ja que seriam 18. As amostras para este caso foram escolhidas aleatoriamente.
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FIGURA 50 — Espectros de uma amostra de cada grupo de estudo escolhidas

aleatoriamente.

Foi possivel identificar todas as bandas pretendidas em todos os grupos
estudados, ndo sendo encontrada nenhuma nova banda, que indicaria a formacao

de compostos ou mudangas bruscas nos modos de vibragao.

Para facilitar a exposicao dos resultados, a analise dos espectros foi feita
separadamente para cinco regides espectrais: de 4000 cm’' a 2500 cm™. de
1750 cm™a 1250 cm™; de 1300 cm™ a 1180 cm™; 1300 cm™ a 1180 cm™; e de

850 cm™ a 550 cm™.
5.4.1. Regido espectral de 4000 cm™ a 2500 cm™

A FIG. 51, referente a regigo espectral de 4000 -2500 cm™ evidencia as
bandas da agua, do estiramento O-H e as bandas de C-H sobrepostas. As
bandas relativas aos grupos irradiados com maior densidade de energia
apresentam menor intensidade, entretanto esse fato por si s6 ndo indica uma
perda de agua com a irradiagéo, visto que as bandas n&o estdo normalizadas. Ela
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pode ter ocorrido devido as diferengas entre as amostras ou a pressao exercida
sobre estas no momento da coleta dos espectros.
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FIGURA 51 — Regigo espectral de 4000 a 2500 cm'de uma amostra de cada um
dos grupos analisados.

Uma mudanga gradativa com o aumento de densidade de energia com a
qual a amostra foi irradiada e que indica uma alteragdo, mesmo sem a
normalizagao pela banda do fosfato, sdo o achatamento da banda e a perda do
‘ombro’ do lado esquerdo (vibragéo v, da agua). Essa mudanga indica uma perda
de agua do material com a irradiagdo. Nao foi observada nenhuma mudanca

expressiva na largura nem na posi¢céo desta banda de agua.

A FIG. 52 apresenta o grafico da area normalizada sob a banda da regiao
espectral de 4000 cm™ a 2500 cm™' em fungao da fluéncia de energia utilizada na
irradiagdo. Nesta regido, dada a dificuldade em separar as sobreposi¢des, uma
unica banda foi considerada, e seu conteudo foi relacionado com o da agua
presente na amostra, pois nesta regido espectral, a agua é o componente
presente em maior quantidade no tecido 6sseo. Alguns dados parecem nao
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apresentar barra de erro, pois o erro ndo € visivel considerando a escala do

grafico, estando embutido no tamanho do ponto.
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FIGURA 52- Area sob a banda da &gua normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiagao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

Pela estatistica utilizada, teste ANOVA/Tukey com nivel de significancia de
0,05, ocorreu diferenga estatistica entre o grupo das amostras n&o irradiadas em
relagdo a todos os grupos com amostras irradiadas, essa diferenga € representa
pelas letras sobre os dados: letras diferentes representam dados
significativamente diferentes; letras iguais dados n&o significativamente
diferentes. Os grupos das amostras irradiadas com diferentes densidades de
energia n&o apresentaram diferengas estatisticas entre si, entretanto, na FIG. 52,
€ possivel observar uma tendéncia de queda na quantidade de agua com o
aumento da densidade de energia utilizada.
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5.4.2. Regido espectral de 1750 cm™ a 1250 cm™
A FIG. 53 apresenta os espectros de diferentes grupos na regiao espectral

de 1750-1250 cm™, onde sdo encontradas bandas de absorgéo das amidas | e I,

agua, carbonato, e colageno.

Amida |
e Carbonato Controle
0.3 —— 2.7 Jlem?
Amida Il —— 5,7 Jlcm®
e —— 8,1 Jlem?
Carbonato 12,2 Jlem?
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Absorbancia Normalizada (u.a.)

0,0 . I . I
1600 1400

N? de Onda (cm™)

FIGURA 53 — Regigo espectral de 1750 a 1250 cm'de uma amostra de cada um

dos grupos analisados.

N&o é possivel afirmar a respeito da intensidade, ja que as bandas nao
estdo normalizadas, entretanto ¢é notavel a deformacdo das bandas
correspondentes ao colageno e a sobreposicdo da Amida Il e Carbonato,
indicando a perda destes componentes com a irradiacdo. E possivel sugerir que
esta perda é maior quanto maior a densidade de energia utilizada na irradiacéo,
visto que a deformagédo da banda é gradativa com o aumento da densidade de

energia.
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Quanto a posicdo e largura das bandas, com exceg¢do da banda
correspondente a Amida Il e Carbonato, ndo houve nenhuma variagdo. A banda
correspondente da Amida Il e Carbonato alargam com o aumento da densidade
de energia, entretanto este efeito pode ser devido a diminui¢do da area da banda,
uma vez que ela esta sobreposta a outras bandas, que sao evidenciadas com o

seu desaparecimento.

As FIG.54, FIG. 55, FIG. 56, FIG. 57 e FIG.58 apresentam os graficos das
areas das bandas normalizadas correspondentes a amida | e agua, carbonato, e
colageno, respectivamente, em funcdo da densidade de energia utilizada na

irradiacao.
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FIGURA 54- Area sob a banda da amida | e 4gua normalizada pela area da
banda do fosfato em funcdo da densidade de energia utilizada na
irradiagdo. Letras diferentes representam dados significativamente
diferentes; e letras iguais dados que n&o apresentam diferenca

estatistica.
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Observando-se as razdes entre a area sob a banda da amida | e agua e da
area sob a banda do fosfato (FIG. 54), verifica-se uma tendéncia de diminuigdo do
conteudo de amida | e agua nas amostras com o aumento da densidade de
energia utilizada na irradiagdo. Entretanto, estatisticamente, esta diferenca so6 é

significativa nas amostras ndo irradiadas em relagéo as irradiadas.

E importante ressaltar que nesta regido do espectro ocorre sobreposicao
da banda da agua e da banda da Amida |, portanto & impossivel dizer se a
diferenca encontrada nas amostras irradiadas deve-se a perda de agua ou perda
de amida |, ou perda de ambos.

Na FIG. 55, sdo apresentadas as areas sob a banda referente a amida Il e
carbonato para os diferentes grupos. A barra de erro para alguns pontos do
grafico é muito pequeno, ndo sendo visivel considerando a escala do grafico
apresentado, estando embutido no tamanho do proéprio ponto.

Novamente é observada uma tendéncia da diminuigdo do componente com
o aumento da densidade de energia. Existe diferenga estatisticamente significante
entre o grupo das amostras nao irradiadas em relagdo aos grupos irradiados com
densidade de energia igual ou maior que 5,7 J/cm? ndo sendo encontradas
diferencas estatisticas significantes entre as amostras n&o irradiadas e irradiadas
com 2,7 Jicm?, indicando que esta densidade de energia ndo é suficientemente
grande para causar diminui¢gdo no conteudo de Amida Il
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FIGURA 55- Area sob a banda da amida Il e carbonato normalizada pela area da
banda do fosfato em funcdo da densidade de energia utilizada na
irradiagdo. Letras diferentes representam dados significativamente
diferentes; e letras iguais dados que n&o apresentam diferenca
estatistica.

Apesar de sobrepreposicdo das bandas de amida Il e carbonato, € mais
provavel que a diminuicdo da area sob a banda deve-se a perda de amida I, visto
que esta é termicamente mais instavel que o carbonato, como pode ser verificado

na FIG. 6, apresentada na secgéo 3.2.

Na FIG. 56, o grafico das areas normalizadas em fung&o da densidade de
energia para a banda do carbonato (1445 cm™) é apresentado. N&o é verificada
nenhuma alteragdo. Estatisticamente os grupos ndo apresentaram nenhuma
diferenca significante, mostrando que a irradiagdo n&o altera esta banda de
carbonato.
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FIGURA 56- Area sob a banda do carbonato normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiagao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

O gréfico da area sob da banda do carbonato (1410 cm™) normalizada em
funcdo da densidade de energia utilizada na irradiagdo das amostras é
apresentado na FIG. 57. E observada uma tendéncia da diminuigéo do contetdo
de carbonato com o aumento da densidade de energia. Existe diferenca
estatisticamente significante entre os grupos irradiados com densidade de energia

igual ou maior que 5,7 J/cm? em relagéo as amostras n3o irradiadas.

A banda do carbonato localizada em 1410 cm™, aproximadamente, esta
sobreposta a uma banda de colageno, portanto a reducdo de conteudo observada
pode ser devido a diminuigdo de colageno na amostra, e ndo necessariamente a

uma alteracao na quantidade de carbonato.
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FIGURA 57- Area sob a banda do carbonato normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiacao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

As areas sob as bandas correspondentes ao colageno (1335 cm™) pela
densidade de energia sao apresentadas na FIG. 59. Ndo ha diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, entretanto € possivel perceber uma
tendéncia da diminuigdo do conteudo de colageno com o aumento da densidade

de energia utilizada na irradiagao.
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FIGURA 59- Area sob a banda do colageno (1335 cm™) normalizada pela area

da banda do fosfato em fungdo da densidade de energia utilizada
na irradiagao. Letras diferentes representam dados
significativamente diferentes; e letras iguais dados que ndo

apresentam diferenca estatistica.
5.4.3. Regido espectral de 1300 cm™ a 1180 cm™

A FIG. 60, referente a regido espectral de 1300-1180 cm”’, que evidencia
as bandas da amida Ill e colageno. E notavel o achatamento das trés bandas
conforme o aumento da densidade de energia, indicando perda gradativa destes
componentes. Nao foram detectadas mudangas expressivas na posigéo e largura

das bandas.
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FIGURA 60 — Regido espectral de 1300 a 1180 cm'de uma amostra de cada um

dos grupos analisados.

A FIG. 61 representa o conteudo das bandas pela densidade de energia
para a banda do colageno com posi¢cédo central em aproximadamente 1285 cm™.
N&o € observada nenhuma diferenga estatisticamente significante, entretanto, é
observada uma tendéncia de queda do conteudo de colageno com o aumento da
densidade de energia. Neste caso, a analise estatistica ndo mostra diferenca
entre os grupos, devido ao grande erro padrao associados as amostras.
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FIGURA 61- Area sob a banda do coldgeno normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiacao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

NA FIG. 62, é apresentado o grafico das areas sob a banda da Amida Il em
funcdo da densidade de energia. E observada uma tendéncia de diminuigdo no
conteudo de Amida Ill nas amostras com o aumento da densidade de energia
utilizada na irradiagdo. Ha diferengas estatisticamente significantes entre o grupo
das amostras n&o irradiadas em relagdo aos grupos das amostras irradiadas com
densidade de energia igual ou superior a 5,7 Jicm?, indicando que densidade de
energia 2,7 Jicm? ndo causou perda significativa no contetido de Amida Ill das

amostras.
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FIGURA 62- Area sob a banda da amida Il normalizada pela area da banda do
fosfato em funcdo da densidade de energia utilizada na irradiagéo.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

Na FIG. 63 é apresentada a areas normalizadas da banda de absor¢éo do
colageno (1203 cm™) em fungdo da densidade de energia utilizada na irradiacéo.
O erro para alguns pontos do grafico € muito pequeno, ndo sendo visivel
considerando a escala do grafico apresentado, estando embutido no tamanho do
proprio ponto. E observada uma tendéncia de diminuicdo do contetdo de
colageno com o aumento da densidade de energia. Ha diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo das amostras ndo irradiadas em
relagdo aos grupos irradiados com densidade de energia igual ou superior a

5,7 J/cmz, exatamente como ocorreu com o conteddo de amida Ill.
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FIGURA 63- Area sob a banda do colageno (1203 cm™) normalizada pela area da
banda do fosfato em funcdo da densidade de energia utilizada na
irradiagdo. Letras diferentes representam dados significativamente
diferentes; e letras iguais dados que nao apresentam diferencga
estatistica.

5.4.4. Regido espectral de 1180 cm™ a 800 cm™

A FIG. 64 apresenta os espectros de diferentes grupos na regiao espectral
de 1180-800 cm™, onde sdo encontradas bandas de absorcdo do fosfato (1003
cm™) e do carbonato (870 cm™). N&o é verificada nenhuma alteragdo nas bandas

quanto a sua posigao, forma ou largura.
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FIGURA 64— Regido espectral de 1300 a1180 cm'de uma amostra de cada um

dos grupos analisados.

Como a area sob a banda do fosfato (1003 cm™) é utilizada na
normalizagdo das demais bandas, ndo € possivel analisar a variacdo do seu

conteudo com a densidade de energia utilizada na irradiagéo.

A FIG. 65 mostra o grafico da area sob a banda do carbonato (870 cm™)
normalizada em fungdo da densidade de energia utilizada na irradiagdo. Nao ha
diferenca estatisticamente significante entre os grupos, e também nenhuma

tendéncia foi observada.



97

0,032 A

0,030

}—I—4>

0,028 T A

0,026

0,024

0,022

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Area da banda normalizada pela area da banda do fosfato
n >

Densidade de Energia (J/cmz)

FIGURA 65- Area sob a banda do carbonato (870 cm™") normalizada pela area da
banda do fosfato em funcdo da densidade de energia utilizada na
irradiagdo. Letras diferentes representam dados significativamente
diferentes; e letras iguais dados que n&o apresentam diferenca
estatistica.

5.4.5. Regido espectral de 850 cm™ a 550 cm™

A regido espectral de 850-550 cm’, onde estdo as bandas de absorcéo do
libragdo OH  (em aproximadamente 680 cm™’) e fosfato (595 cm™), sdo
apresentadas na FIG 66. A banda do fosfato ndo sofreu deformagéo, alargamento
ou mudanca de posicdo, mas € observado um achatamento da banda
correspondente ao OH’, indicando perda deste componente com a irradiacio,

sendo esta perda mais acentuada quanto maior a densidade de energia utilizada.
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FIGURA 66 — Regido espectral de 850 a 550 cm'de uma amostra de cada um
dos grupos analisados. Letras diferentes representam dados
significativamente diferentes; e letras iguais dados que n&o
apresentam diferenca estatistica.

Na FIG 67, onde €& apresentado o grafico da area normalizada pela
densidade de energia da banda correspondente a vibragdo OH’, € observada uma
perda significativa de conteudo quando as amostras foram irradiadas com
energias iguais ou maiores que 5,7 Jicm® A energia de 2,7 J/cm? ndo causou

perda significativa no conteudo de OH".
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FIGURA 67- Area sob a banda do OH normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiacao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.

Na FIG. 68, sdo apresentadas as areas normalizadas sob a banda de
absorcédo do fosfato (595 cm™) em fungdo da densidade de energia utilizada na
irradiagdo. Nao sédo observadas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos, indicando que a irradiagao nao altera o conteudo de fosfato nas amostras.
Este fato é reforgado por nao ter sido observada nenhuma tendéncia de alteragéo.
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FIGURA 68- Area sob a banda do fosfato normalizada pela area da banda do
fosfato em funcédo da densidade de energia utilizada na irradiagao.
Letras diferentes representam dados significativamente diferentes; e
letras iguais dados que n&o apresentam diferenga estatistica.
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6. DISCUSSAO

Desde a primeira aplicacdo bem sucedida de lasers em tecidos duros®, a
irradiagao laser vem sido extensivamente utilizada em cirurgias de cartilagem,
ossos e dentes, oferecendo beneficios para o cirurgido, tornando possivel a
realizacdo de procedimentos com melhor visualizagdo, de forma minimamente
invasiva e com pequeno dano térmico ou mecanico'. Também oferece vantagens
ao paciente, garantindo um periodo pos-operatorio mais rapido e confortavel na
maior parte dos casos. Considerando o amplo uso da irradiacédo do laser na
cirurgia de tecidos duros, € importante conhecer as alteragées quimicas que
ocorrem no tecido irradiado, com o objetivo de avaliar se os parédmetros laser

utilizados podem afetar o processo de cicatrizagao.
6.1. Consideragcoes Gerais

A técnica espectroscopica ATR-FTIR mostrou-se adequada para
caracterizar amostras de osso irradiadas e nao irradiadas, uma vez que foi
possivel estimar as mudangas composicionais ocorridas devido a irradiagdo. A

maioria das bandas reportadas na literatura'®°3°%%’

para este tipo de tecido foi
localizada com facilidade, por apresentarem boa intensidade em relacéo ao ruido
dos espectros. Este fato mostra a importancia do estudo das melhores condi¢des

de ajuste instrumental para a aquisigao dos espectros.

Quanto as posi¢cdes das bandas, as pequenas diferencas entre os valores
reportados na literatura, apresentados na TAB. 2, TAB. 3, TAB 4, e TAB. 5 e os
valores encontrados TAB. 15 deve-se ao fato de que, normalmente, os valores da
literatura referem-se ao intervalo onde a banda € encontrada e ndo a sua posi¢cao
central. Entretanto, também podem ocorrer variacbes entre espectros adquiridos
por diferentes equipamentos, sendo natural encontrar diferencas de até 10 cm’
entre as posicdes e os intervalos das bandas entre os estudos®™°**’. Logo, é
importante que a comparagao entre amostras irradiadas e nao irradiadas sejam

realizadas com espectros obtidos de um mesmo equipamento.
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Na sec¢ao 5.3, onde sédo apresentados os resultados do estudo das formas
de analise dos espectros, fica clara a impossibilidade de comparacgao direta entre
0s espectros para uma analise semiquantitativa, visto que mesmo os espectros
obtidos de uma mesma amostra apresentam diferengcas quanto as intensidades
das bandas. Essa diferenga pode ser originada por diversas razdes, como
irregularidades na superficie das amostras, principalmente as provenientes das
amostras irradiadas, o que poderia influenciar na reflexdo do sinal, ou o fato do
equipamento ATR-FTIR utilizado nao possibilitar o controle da pressao aplicada
sobre a amostra, quando esta é pressionada contra o cristal de diamante. Ambos
os casos dificultam a padronizacdo do contato entre a amostra e o cristal e,
consequentemente, a absorcdo do feixe pela amostra, o que esta diretamente

relacionado com a intensidade das bandas.

O procedimento experimental utilizado na preparacdo das amostras nao
irradiadas descrito na secao 4.1, torna a superficie destas bastante regulares e
portanto, € improvavel que alguma irregularidade das amostras seja o principal
motivo das diferengas de intensidade observadas. Deste modo, acredita-se que a
falta de controle da pressdo exercida sobre as amostra seja a principal
responsavel pelas diferencas de intensidade em espectros obtidos de uma
mesma amostra. Entretanto também €& necessario considerar as diferengas
naturais do tecido osso, que como qualquer material biolégico n&o é totalmente
homogéneo, e portanto a absorgéo e reflexdo podem ocorrer em intensidades
diferentes para distintas regides das amostras.

Independente da causa, as diferencas de intensidade entre os espectros
revelam que €& essencial a sua normalizacdo para realizar analises
semiquantitativas, sendo que apenas a comparagdo ente a largura, posigéo
central e forma das bandas podem ser realizadas sem a normalizagdo dos

espectros.

Neste estudo foram testadas trés normalizagbes: pela intensidade da
banda do fosfato correspondente a varios estados de vibragao (1300-900 cm‘1),
pela area da banda do fosfato (1300-900 cm™) e pela area total do espectro.

Entretanto nenhum método se mostrou adequado para a correcéo, visto que as
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intensidades dos espectros ndo ficaram sobrepostas em toda regido espectral
(FIG. 40, FIG. 42 e FIG. 44). Esse fato ndo impede uma analise semiquantitativa,
mas impossibilita uma analise semiquantitativa direta, isto €, ndo é possivel,
mesmo com a normalizagao, simplesmente comparar os espectros graficamente
para verificar alguma alteragdo de conteudo. Portanto cada banda teve que ser
estudada individualmente.

A area sob uma banda corresponde a quantidade de seus componentes na
amostra. Portanto, para uma comparagao semiquantitativa dos componentes do
tecido 6sseo, basta normalizar as areas sob cada uma das bandas pela area de
um componente especifico que nao sofra alteragdo com o tratamento feito nas
amostras*?'®. Neste estudo, onde as amostras foram irradiadas por um laser de
alta intensidade de comprimento de onda altamente absorvido pelo tecido ésseo

e, consequentemente, sofreram aumento de temperatura®’>°

, @ normalizacdo foi
feita utilizando-se a area da banda do fosfato (1300-900 cm™), referente aos
modos de vibragao v1 e v3, uma vez que é o componente mais estavel do osso

quando ocorre apenas aumento térmico deste tecido®®®

, como pode ser
observado na TAB. 4. Portanto, baseamos as analises no fato que a area sob a
banda do fosfato (1300-900 cm™) n&do sofra alteragdo ou seja minimamente
alterada com a irradiacéo e, portanto, ela poderia ser utilizada como paramento
de comparagao para os outros componentes, tal como é realizado em estudos da
literatura que comparam amostras de tecido duro dental ndo irradiados e
irradiados''"’. Optou-se por utilizar a area sob esta banda (1300-900 cm™) e
ndo a area sob a banda da vibragdo v4 do fosfato (595 cm™) pois,embora ambas
correspondam ao mesmo componente quimico, a primeira € bem mais intensa e

melhor definida, como pode ser verificado na FIG. 17.

O método utilizado no calculo das areas sob as bandas considera apenas a
porcdo que se sobressai na sobreposicdo com as outras bandas, nao sendo
calculada a area total da banda. O método de ajuste de gaussianas, que em
teoria calcula toda a area na banda, ndo foi utilizado devido a dificuldade de
localizar algumas das bandas que se apresentam sobrepostas. Uma vez que o
método de ajuste de gaussianas propde determinar a area total das bandas
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considerando a sobreposicdo, € essencial localizar todas as bandas que se
sobrepbem, e ndo somente as que se destacam na sobreposi¢ao. Para isso, em
geral é utilizada a segunda derivada para encontrar bandas de dificil visualizagéo,
seja por sua pouca intensidade, ou seja devido a sua sobreposigdo com outras
bandas*’. Entretanto, neste trabalho ndo foi possivel localizar as posicdes as
bandas pela segunda derivada devido ao ruido dos espectros.

A segunda derivada do espectro revela qualquer pequena curvatura ou
irregularidade presente no espectro original como sendo uma banda e, portanto,
para o seu uso é necessario um espectro livre de ruido. Apesar de, visualmente,
os espectros obtidos apresentarem boa qualidade de sinal, para a utilizagcdo da
segunda derivada eles s&o excessivamente ruidosos, e ndo possuem a qualidade
necessaria. O ruido dos espectros advém em grande parte do vapor d’agua do
ambiente e da agua presente na amostra. A agua possui uma grande regido de
absor¢cao no infravermelho (regido de absor¢do da agua), e bandas pouco
intensas acabam por tornar o espectro irregular, atrapalhando na identificagdo de
outros componentes por encobrir as bandas menos intensas e por tornar menos

definidas as bandas de absor¢cao mais intensas.

Existem diversas formas de tentar diminuir o ruido do espectro.
Considerando o estudo inicial de determinagcdo das melhores condi¢cdes para a
aquisicdo dos espectros, diminuir a resolucdo do espectrbmetro é uma das
alternativas, entretanto, isso também diminuiria a precisdo nas posi¢cdes e nas
areas das bandas, o que acabaria por prejudicar outras analises. Outra hipotese
seria aumentar o numero de varreduras, mas observamos neste trabalho que os
espectros obtidos com 120 varreduras nao possuem qualidade de sinal
expressivamente maior que aqueles obtidos com 40 varreduras, indicando que
aumentar o numero de varreduras além deste valor ndo ira melhorar a qualidade
de sinal (TAB. 12 e TAB. 13). Normalmente, para tornar os espectros visualmente
menos ruidosos, pode ser usada uma ferramenta matematica de suavizagao para
diminuir o ruido dos espectros, como smoothing por Savitzky-Gollay ou a média
entre pontos adjacentes. Entretanto, isso pode afetar a resolugéo dos espectros e
alterar a curvatura, tamanho e posicdo das bandas. Portanto, o uso dessas
técnicas ndo é adequado ao nosso objetivo.
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Como nao foi possivel melhorar a qualidade de sinal dos espectros além do
limite obtido neste trabalho, n&o foi utilizada a segunda derivada para determinar
a posi¢ao dos picos, e sim um método direto para o calculo das areas. Este
método, apesar de n&o calcular a area integral da banda, € bastante pratico e
pode ser utilizado em analises semiquantitativas normalizadas sem prejuizo de

informacdes, tendo sido batente utilizado****.

Empregando-se este método, observou-se que a irradiagdo do osso com o
laser de Er,Cr:YSGG promoveu mudangas quimicas significativas. Isso era
esperado, visto que o comprimento de onda do laser utilizado (2,78 ym) é
fortemente absorvido pelos principais constituintes do tecido 0sseo: a agua e

hidroxiapatita®2®"

, como pode ser verificado na FIG. 4, na qual apresenta o
espectro de absor¢cado deste componentes. Desta foram, a energia do laser de
Er,Cr:YSGG ¢ fortemente absorvida por este tecido, sendo eficientemente
transformada em calor e, desta maneira, promovendo um aumento significativo da
temperatura na superficie, que varia conforme a densidade de energia. Em
estudos realizados com esmalte e dentina foram demonstrados que as alteragdes
quimicas observadas em amostras irradiadas com laser de alta potenciam
emissores no infravermelho sao equivalente as modificagbes caudadas pelo

aquecimento em forno das mostras***.

A mudanca na temperatura da superficie durante a irradiagdo do laser é
relatada como a principal responsavel pela modificacdo quimica de tecidos
duros™, como descrito anteriormente em dentina e esmalte™'"*3. Considerando
que o osso tem componentes similares do esmalte e dentina, sdo esperadas
alteragcdes semelhantes, como diminuigdo dos componentes orgénicos e

alteracdo da cristalinidade*?.

A irradiacdo por laser emissor no infravermelho realizado com densidade
de energia superior ao limiar de ablacdo promove o processo de ablagéo
térmica®, que é responsavel pelo corte de tecidos duros. Isso significa que a
energia absorvida pela agua € suficiente para fazer com que essa entre em

ebulicdo, o que causa um aumento da pressado dentro do tecido e cria uma
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pequena explosdo, que propicia a remogado do material subjacente e a liberagao
de energia®® ®. Em tecidos duros mineralizados, onde ocorre ablacdo térmica, a
superficie do tecido pode chegar a 800 °C quando atingido o limiar de ablagéo
para o laser de ErCrYSGG®, sendo que esta temperatura diminui
significativamente com o aumento da profundidade. O material que sofre o maior
aumento de temperatura é removido com a explosao. O material remanescente
nao atinge a temperatura necessaria para a ablagdo, mas ainda assim sofre um
aumento da temperatura, que pode ser suficiente ou ndo para induzir mudancgas

24,42

quimicas Assim, analisando a superficie do tecido retirado, estamos

analisando o material que sofreu um aumento de temperatura inferior a 800 °C.

E importante perceber que, durante a irradiacdo, a temperatura em que
uma determinada regido € submetida pode ser diferente da temperatura regido
circunvizinha. Portanto as alteragcdes causadas pelo aumento de temperatura néo
sd0 homogéneas no tecido*. Desta forma, ao caracterizar o tecido pela técnica
de ATR-FTIR, consideramos uma caracterizagdo da variagdo meédia da regido
analisada, ja que néo é possivel diferenciar as regides que sofreram diferentes

aumentos de temperatura.
6.2. Comparacgao visual das bandas

Tanto nas amostras de osso néo irradiado quanto nas amostras irradiadas
foi possivel verificar a presenca de todos os elementos considerados para este

estudo (agua, amidas, colageno, carbonato e fosfato).

Na comparagdo visual entre as amostras naturais e irradiadas com
diferentes densidades de energia, ndo foi verificado o surgimento de uma nova
banda, ou mudanga expressiva na posi¢céo das bandas, o que ja foi reportado em
estudos anteriores realizados com esmalte e dentina irradiados sob diferentes
condigdes*?. Na regido espectral de 1750 cm™ a 1250 cm™’, correspondente as
bandas de absorg&o das amidas, foi possivel identificar um alargamento gradativo
da banda de amida Il e carbonato em amostras irradiadas com densidade de
energia a partir de 5,7 J/cm? (FIG. 53). A largura de banda esta relacionada com a

cristalinidade do material™. Logo, o aumento da largura da banda sugere uma
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modificagdo da cristalinidade do osso em consequéncia da irradiacdo, o que é
esperado visto que foi constatada a diminuicdo do material organico, que
consequentemente torna o tecido mais cristalino®?. Entretanto, como esta banda
estd sobreposta a outras bandas, este alargamento pode ser resultado da
diminuicdo da area da banda que, com isso, evidencia outras bandas as quais
esta sobreposta.

6.3. Comparagdes entre as areas

A comparacgao entre as areas de bandas de amostras désseas irradiadas e
nao irradiadas com diferentes densidades de energia evidencia uma redugao
significativa na area da banda da agua (3700-2000 cm™) e da banda da amida | e
agua (1642 cm™) apds as irradiagdes, como pode ser visto na FIG. 52 e FIG 54, o
que indica a diminuicdo da quantidade destes componentes promovida pela
irradiagao laser. Resultados semelhantes foram obtidos na irradiacdo do esmalte
e dentina com laser de Er:YAG, materiais estruturalmente semelhantes ao tecido
0sseo. Na dentina foi constada a perda de agua e amidas, e no esmalte a
irradiacdo afetou a matriz inorgénica“, presente em maior propor¢ido neste
material. Em tecido ésseo foi relatado a diminui¢do no conteudo de amidas e OH"
apos irradiagdo com o laser de Er:YAG com densidade de energia maior que o
limiar de ablagao™. No mesmo estudo, foi constado que a ablagdo com o laser de
CO;, promove um maior decréscimo no conteudo de amidas e OH’, o que indica
que a perda de material organico esta relacionada com a aumento de temperatura

no tecido, maior com o laser de CO. que com o Er:YAG'.

Nos resultados foi encontrada diferenga significava entre os grupos
irradiados, mas € possivel notar uma tendéncia de diminui¢do gradativa das areas
com o aumento da densidade de energia. Variagdo semelhante foi reportada na
irradiagdo com diferentes densidade de energia do esmalte e dentina com o laser
de Er:-YAG*

A perda de agua é esperada, visto que o comprimento de onda do laser de
Er,Cr:YSGG ¢é fortemente absorvido por esse componente, como mostrado na
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FIG. 4, sendo a agua responsavel pela corte 6sseo, ja que esta atua como um
explosivo no processo de ablacdo térmica®®. A perda de material organico
também é esperada, conforme relatado em estudos com o laser de Er,Cr:YSGG e
Er.YAG53,59,60,65,67

Na banda 1642 cm™ ocorre a sobreposicdo das bandas de absorgdo da
amida | e da agua e, por isso, nao é possivel estabelecer se a diminuigdo de area
observada é devido apenas a perda de agua, amida |, ou ambos. Entretanto, para
os demais componentes orgéanicos do tecido 6sseo (amida Il e amida Ill), n&o
foram observadas diferengas significativas entre as amostras nao irradiadas e as
irradiadas com 2,7 J/cm? (menor densidade de energia utilizada na irradiacéo);
contudo, para esta mesma densidade de energia, observou-se significativa
reducdo do conteudo de agua (3700-2000 cm'1). Isso indica que, pelo menos para
o grupo irradiado com 2,7 J/icm?, a diferenca de agua observada provavelmente
se deve exclusivamente a desidratacdo, e a partir dos grupos irradiados com
densidades de energia superiores a 5,7 Jicm?, pode ter ocorrido ambas as perdas
de agua e amida |.

Para as bandas de amida Il e carbonato (1555 cm™), amida Ill (1240 cm™),
e colageno (1203 cm™) os resultados mostram diferenca significava entre as
amostras nao irradiadas e irradiadas com densidade de energia iguais ou maiores
que 5,7 Jicm?, ndo sendo encontradas diferencas entre as amostras nao
irradiadas e irradiadas com densidade de energia de 2,7 J/cm? (Grupo 2), nem
entre as amostras do Grupo 2 e as amostras irradiadas com densidade de energia
maiores. Como ocorreu anteriormente na banda da agua e amida I, é possivel
notar uma diminuicdo das areas sob as bandas analisadas com o aumento da
densidade de energia. Além disso, considerando-se o fato das amostras do grupo
2 (2,7 J/cmz) nao apresentarem diferenca estatistica quando comparadas as
amostras ndo irradiadas e irradiadas com densidade de energia maiores, isto
reforca a hipotese da perda gradativa dos componentes com o aumento da

irradiacdo, o que ja foi mencionado anteriormente na literatura’” 4%,

Assim como o ocorrido para a sobreposi¢cdo das bandas de amida | e agua
reportado acima, no caso da sobreposicdo das bandas de amida Il e carbonato
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nao podemos afirmar qual dos componentes teve o seu conteudo reduzido.
Entretanto, € mais provavel que tenha ocorrido perda de amida Il nas amostras,
uma vez que o carbonato € termicamente mais estavel que os compostos
organicos*, como pode ser visto na FIG.6. No grupo 2, as amostras foram
irradiadas com densidade de energia de 2,7 J/cm?, inferior ao limiar de ablagao
para o tecido 6sseo que & aproximadamente 5 J/cm?>* Conforme pode ser
observado nos resultados deste trabalho, as amostras do grupo 2 apresentaram
perda de agua estatisticamente significante quando comparadas as amostras nao
irradiadas, o que nao pode ser evidenciado quanto aos demais componentes
organicos Desta maneira, infere-se que a densidade de energia utilizada
promove apenas o aquecimento da amostra, insuficiente para causar ablagao ou
alteragdes quimicas significativas, mas capaz de provocar redugdo no conteudo

de agua.

Diferentemente do que se esperava o conteudo de colageno (bandas 1335
cm' e 1285 cm™) ndo apresentaram diferenca significativa entre as amostras
irradiadas com diferentes densidades de energia. Entretanto, foi observada uma
tendéncia de diminuicdo das areas com o aumento da densidade de energia
utilizada. O colageno, assim como as amidas, faz parte da matriz organica do

osso e é de facil desnaturacdo com o aumento de temperatura**®® (

como pode
ser verificado na FIG. 6). A banda 1335 cm™ esta sobreposta a uma banda de
carbonato (1410 cm™), componente termicamente mais estavel, e que pode ter
influenciado na area sob a banda do colageno encontrada. O mesmo raciocinio
pode ser aplicado a banda 1285 cm™, também proxima a banda de carbonato.
Esta hipotese é reforgada visto que para as amidas e para a banda 1203 cm’
também relativa a estrutura colagena ha diferenga entre os grupos irradiados com

densidade de energia maiores que a densidade de energia do limiar de ablagao.

As bandas do carbonato, localizadas em 870 cm™ e 1445 cm”, nao
apresentaram diferenga significativa entre os grupos e nenhuma tendéncia é
observada, enquanto a banda de carbonato localizada em 1410 cm™ apresenta o
mesmo comportamento da amida lll, ou seja, as amostras irradiadas com
densidade de energia superior ao limiar de ablagdo apresentam conteudo de

carbonato estatisticamente menor do que as amostras naturais. O carbonato é
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termicamente mais estavel que os compostos orgémicos42 e, portanto, mais
resistente ao aumento de temperatura do tecido do que as amidas. Desta
maneira, os resultados encontrados para as bandas em 870 cm™ e 1445 cm™ s&o

esperados**%,

A banda do carbonato localizada em 1410 cm™ encontra-se sobreposta a
uma banda correspondente a estrutura colagena (1335 cm™) e, portanto, é
provavel que a perda de carbonato observada seja devido a desnaturagdo do
colageno com o aumento de densidade de energia e consequente aumento de
temperatura, e ndo devido a perda de carbonato. Este fato & reforcado por
resultados na literatura, que relatam o aumento de conteudo de carbonato na
iradiacdo de esmalte dental com o laser de Er,Cr;YSGG®. O esmalte, assim
como a dentina, possui menor estrutura organica quando comparado ao 0sso,
sendo, portanto a banda 1335 cm™ devido principalmente a vibracdo do
carbonato, e ndo da estrutura colagena. Sabe-se que aumento de temperatura
causada pela irradiacdo promove a incorporagdo de carbonato & hidroxiapatita®*.
No esmalte, que possui pouco material organico, € verificado a incorporagdo do
carbonado, e portanto o aumento da area da banda; no osso, que possui material
organico em maior quantidade, é verificado a diminuicdo da banda, devido a

desnaturagdo do colageno com o aumento de temperatura.

N&o foi observada nenhuma diferenga significativa entre os grupos deste
estudo e nenhuma tendéncia para a banda correspondente a vibracdo v4 do
fosfato (595 cm™), indicando que a irradiagdo laser realmente nao interfere no
conteudo deste componente do tecido 6sseo, conforme sugerido em estudos

realizados com esmalte e dentina''"*?

. Como anteriormente mencionado, o
fosfato € o componente termicamente mais estavel entre os que compdéem o
tecido 6sseo, portanto, ndo seria esperada alteracdo em seu conteudo com a
irradiagdo com o laser de Er,Cr:YSGG. O fato desta banda ndo ter sofrido
alteracao reforga a escolha correta do uso da area sub a banda do fosfato para a

normalizagao dos espectros, possibilitando a analise semiquantitativa.
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Por fim, a banda correspondente a libragdo OH (676 cm™), diferentemente
da banda da agua, apresentou redugdo significativa em seu conteudo quando
irradiada com densidade de energias superiores ao limiar de ablagdo do 0sso, ou
seja, a partir dos grupos irradiados com 5,7 J/cm?®. Entretanto, o grupo irradiado
com 2,7 Jicm? ndo apresenta diferenca estatisticamente significante com os
grupos irradiados e com o grupo das amostras irradiadas, indicando uma perda
gradativa do conteudo desta banda com o aumento da densidade de energia.

Os resultados encontrados indicam que a irradiacédo laser em densidades
de energias superiores ao limiar de ablagdo do tecido 6sseo promoveram
mudangas composicionais ao tecido remanescente. Essas mudangas indicam que
o tecido foi exposto a uma temperatura suficiente para causar a desnaturagdo do
colageno, indicada pela perda do conteudo de amidas e colageno, e a
desidratacéo do tecido (evaporagédo da agua). Estes resultados concordam com
resultados relatados na literatura para o esmalte e dentina '*®" Estas perdas
sugerem que a superficie remanescente apos a ablagdo provavelmente atingiu
temperaturas iguais ou maiores que 100 °C ou mais, uma vez que tanto a
ebulicdo da agua quanto a desnaturagdo do colageno ocorrem em temperaturas

superiores a 100 °C'"3,

Na avaliacdo semiquantitativa das bandas da amida | e agua, apesar de
nao terem sido constatadas diferencas estatisticas ente as amostras irradiadas
com diferentes densidades de energia, ha indicativos que as mudangas
estruturais sdo maiores quanto maior a densidade de energia utilizada. O mesmo
se aplica as bandas de OH-, amida Il , amida Il e colageno (1203cm™), que n&o
apresentaram diferengas estatisticamente significantes entre os grupos irradiado
com densidade de energia maior ou igual a 5,7 Jicm? Estes resultados
corroboram os achados de estudos prévios da literatura que utilizaram o laser de
Er,Cr:YSGG na irradiagdo de outros tecidos calcificados, como esmalte ou
dentina, também constataram que as mudancas quimicas induzidas nos tecidos

irradiados aumentam com o aumento da densidade de energia' "%

Considerando os resultados deste estudo, podemos concluir que quando
tecido 6sseo é cortado por irradiacdo com o laser de Er,Cr:YSGG esta causa
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alteracdes na composi¢ao quimica do tecido 6sseo remanescente. As mudancgas
quimicas induzidas pela irradiacdo com o laser podem modificar o processo de
regeneragcdo dependendo da temperatura atingida, conforme reportado na
literatura®*>>*°, devido principalmente & diminuicdo de material organico no tecido
remanescente. Essas mudancas poderiam causar um retardo no processo de
regeneragao apos o corte a laser. . Por outro lado, as mudangas promovidas s&o
devido apenas a geragdo de calor pelo laser no tecido, fenbmeno também
provocado por instrumentos rotatorios mecanicos, como discos ou brocas
diamantadas Portanto, ainda se faz necessaria a avaliagdo do processo de
cicatrizacdo de tecidos cortados a laser de forma padronizada e comparando-se
com métodos tradicionais, de forma a se estabelecer as vantagens de cada
métodos e, com isso, sugerir um protocolo clinico seguro para a utilizagdo da

irradiagao laser para o corte de tecido 6sseo.

Os resultados encontrados auxiliam no entendimento da interagcdo da
radiacdo laser com o tecido 6sseo. As alteragdes caudadas pela irradiacdo nao
descredenciam o uso do laser de Er,Cr:-YSGG, uma vez que as irradiagdes foram
realizadas sem a refrigeracdo das amostras e mesmo assim, ndo prejudicam a
capacidade regenerativa do tecido, pois todos os componentes ainda foram
identificados e n&do observou-se aumento de temperatura suficiente para ter

afetado a matriz inorganica do tecido 6sseo.
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7. CONCLUSAO

A técnica espectroscopica ATR-FTIR se mostrou uma ferramenta eficaz na
caracterizagdo de tecido Osseo. As melhores condigbes do equipamento
espectrémetro de absorcdo no Infravermelho por Transformada de Fourier para a
analise de amostras 6sseas com 100 um de espessura foram determinadas,
sendo que a melhor qualidade de sinal dos espectros foi obtida com resolugédo de
4 cm”', 40 varreduras por espectro e velocidade do espelho mével de 0,6329
cm/s. Verificou-se a impossibilidade de utilizar o método da segunda derivada
para a localizacdo das bandas, além da necessidade de normalizacido dos

espectros para realizar uma analise semiquantitativa.

Foi possivel avaliar os efeitos na composi¢ao do tecido 6sseo caudados
pela irradiagdo com o laser de Er,Cr:YSGG. Verificando-se perda gradativa das
amidas, colageno, e agua conforme o aumento da densidade de energia
empregada, consequéncia do aumento de temperatura que a irradiagao laser

causa ao tecido.
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